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Lista de abrevlatüras
— BSA: Albümina de suero bovino
— ^^C-Acetil CoA: ^^C-Acetil Coenzima A
— CT DNA: ADN de timo de ternera 
— DABA: Acido 5,3 diamino benzoico
— DNAasa:Desoxiribonucleasa
— DTE: Ditroeritritol
— DIT; Ditiotreitol
— EDTA Na: Acido etilendiamin. tetracêtico,sal disôdica
— HAP: Hidfoxiapatito
— MET: ^ -Mercaptoetanol
— NCS: Solubilizador de tejIdos,Amersham-Searle
—  PMSF: p-Fluoro fenil metil sulfonllo
— RMN: Resonancia magnëtlca nuclear
— RNAasa:Ribonucleasa
— SDS: Dodecil sulfate sôdico
— TCA: Acido tricloroacëtico
— TEMED: N,N,N*,N’-Tetrametilendiamina
—  Tris: Tris- (hidroximetil)-aminoetano
— UTs: Unidades de transcripciôn
INTRODUCCION

CHOMATINA: NIVELES DE ORGANIZACION
El problema del empaquetamiento de largas molêculas de DNA en los 
cromosomas se resuelve en eucariotes y procarlotes en varios niveles e^ 
tructuralmente diferentes, segûn el grado de organizaciôn, asl como a 
diferentes niveles de funciôn, esencialmente transcripciôn y repiica­
clôn.
Proplamente dlcho, cromatlna es el tLcmino utillzado para designer 
el complejo nucleoprotelco que se encuentra dentro de la membrana nuclear 
de las células eucariôticas, bien en una forma mâs o monos dispersa du­
rante la Interfase, u organizada en cromosomas durante la mitosis, segûn 
se ve al mlcroscoplo ôptlco.
La mlcroscopîa electrônlca ha llegado ya a visuallzar el nivel pr_i 
marlo de organizaciôn de la cromatlna como una flbra de 100 A de dlâme- 
tro, condensada regularmente en base a unas unidades repetitlvas que le 
confleren la forma de un rosarlo de cuentas. Estas unidades, los nucleo 
somas, estân formadas fundamentalmente por unas proteînas llamadas hls­
tonas y, por supuesto, por DNA, ambos acomplejados de una manera defin^ 
da y estable en soluclôn. Es realmente apaslonante observer como ya a 
este nlvel prlmarlo de organizaciôn, el nucleoide procarlôtico aparece 
tamblên como una flbra con caracterîstlcas semejantes, si bien en los 
procarlotes no hay hlstonas. Su funclôn serîa probablemente suplantada 
por un tipo de proteînas semejantes, junto con poliamlnas (proteîna HU 
de Rouvlere-Yanlv; proteînas RH do Varshavsky y Col).
A un nivol superior de organizaciôn estructural, las cadenas de nu 
cleosomas sufren un plegamiento {"folding") resultando en una flbra 
gruesa de 200-300 A, que se observa al mfcroscopio electrônico tanto en 
nûcleos en interfase como en cromosomas mitôtlcos. Las cadenas de nucleo^ 
somas se enrrollarîan ("coiling") dando una estructura mûs o menos con­
tinua de varios nucleosomas por vuelta, siguiendo probablemente unâ di^ 
posiciôn hélicoïdal (1, 2). La flbra gruesa de 200-300 A sufre todavîa 
nuevos enrrollamlentos para dar nuevas estructuras de orden superior, 
que aparecen como lazos ("loops") o dominlos ("domains")’. El tamano me 
dlo de estes dominlos se estima en 50.000 pares de bases, en tôrralnos, 
muy redondos. Se sabe todavla muy poco acerca de estas estructuras, sal^ 
vo que las proteînas no histônicas y RNA estarîan Impllcados. Estas pro 
teînas estân agrupadas en un nûcleo central o andamlo ("scaffold") que 
tiene la forma y tamano del cromosoma (3). El DNA aparece enfonces an-
clado en^ forma de lazos a esta estructura. Nuevamente e s ^ e  destacar,
--t"
que^tamblën el nucleoide procarlôtlco estâ organlzado eh lazos o domi­
nlos cop'un tamano aproxlmado (4). Flnalraente, todavla falta por escla 
recer como a partir de esas flbras gruesas de 250 A unldas a cse anda­
mlo central se genera la arqultectura final del. cromosoma en metafase, 
que es donde el DNA tlene el valor mas alto de empaquetamiento, alro- 
dedor de 7.000 (es decir, el coclfente entre la longltud lineal del DNA 
y la que tlene el cromosoma). Esta amplla panorâmlca de los diverses 
nivele^ de organizaciôn de la cromatina, que estudlaremos en algûn de- 
talle mus tarde, no solo tratan de justiflcar el empaquetamiento del 
DNA, sino elucldar como estân relaclonados con la exprèsiôn dh una cô-
lula determinada. Es el constante problema de relacionar la estructura 
y la funclôn. A lo largo de esta Introducciôn, nos iremos dando cuenta 
de como realmente se establece o se supone que se establece esta rela- 
ciôn, al menos en el nivel del nucleosoma, pues a niveles de estructura 
de orden superior la informaclôn es todavla escasîslma. Naturalmente, 
el dîa en que se.comprenda deflnltlvamente, se habrân sentado las bases 
del complejo problema de la regulaciôn de la expreslôn genêtlca en cro 
matlna, y con ello de la diferenclaclôn y el desarrollo.
Pasemos a un anâlisls en detalle de estos diferentes niveles de 
organizaciôn de la cromatlna, tanto estructural como funcionalmente.
ASPECTOS ESTRUCTURALES
Composiciôn; Hlstonas y DNA. Proteînas no histônicas.
La cromatlna. contiene proteînas bâslcas y otras, RNA y DNA o m a ­
terial genético proplamente dicho.
Las proporclones relatives de los componentes de la cromatlna va- 
rîan ségûn el tcjldo, organIsmo y mêtodo de preparaciôn.
Sin embargo, las proteînas bâslcas, las hlstonas,constltuyen slem 
pre la cantldad mayor del componente protelco, salvo qulzâs en el perlo 
do mltôtlco. Las proteînas no histônicas son menos bâslcas, al ser sus 
puntos Isoeléctrlcos menores que los de las hlstonas.
La masa total protelca podrîa considerarse como dos veces la del 
DNA, y estâ repartlda de tal manera que usualmente hay un poco mâs en 
peso de histona que de DNA y algo menos de proteînas no histônicas. Hay
también una pequena cantldad de RNA, 5/10% del DNA, del que algo com- 
prenderïa un componente estructural, mientras que mucho podrîa ser ca^ 
denas de RNA naclentes que no han completado todavla su sîntesls, Como 
ejemplo, la cromatlna de las células Hela en Interfase tlene la sigulen 
te composiciôn total (5) relative al contenldo de DNA:
DNA ............  100
Hlstonas   115
No hlstonas ..........  86
R N A ..................   12
En los cromosomas en metafase el contenldo de hlstonas es el mis­
mo, pero la proteîna no histona aumenta hasta un valor"de 355, en rela 
clôn al DNA.
Qulzâs convenga declr aquî algunas palabras sobre las proteînas 
no hlstonas, porque de las hlstonas nos ocuparemos en adelante larga y 
profusaraente,
U ^ l l z a n d o  la técnlca del slstema en gel bldlmensltN^l (6), en la 
q u e a s  proteînas se separan en la primera dlmensiôn por isoelectroen- 
foque y en la segunda dlmensiôn por electroforésis en presencla de SDS, 
se han llegado a demostrar unas 400 proteînas no histônicas en nûcleos 
de células Hela, la mayorîa en menos de 10.000 copias por nûcleo (7). 
Posiblemente muchas de ellas podrîan ser contaminantes nucleoplâsmlcos,
I
o hasta cltoplâsmlcos, que se unen a la cromatlna durante su alslamlen 
to, asî como proteînas de membranas, cuya unlôn al material cromatînico, 
podrîa ser o no estructuralmente slgnlflcatîvo.
Ademâs de proteînas proplamente estructurales, entras las no his­
tônicas se encuentran diverses actlvldades enzimâticas (por ejemplo 
las RNA pollmerasas, las enzlmas acetllantes de hlstonas,...) y otras 
reguladores genêtIcos (por ejemplo, las que se unen a los receptores 
cltoplâsmlcos de las hormonas esteroldeas).
La medida de la unlôn especîflca ("specific binding"), présenta 
un problema. Lin y Rlggs, 1975, resaltaron q u e .cualquler proteîna con 
una aflnldad alta por una sccuencla particular de DNA debe tener también 
una aflnldad determinada, aunque menor, por el DNA en general, y por 
ello suglrleron que en eucariotes, habrîa muchas copias de una proteî­
na reguladora cualquiera unldas InespecîfIcamente por cada una de las 
unldas especîfIcamente.
Conviens que destaquemos aquî la exlstencla de un grupo especial
de proteînas no histônicas, las llamadas HMG (de "high mobility group",
por r eferenda a su movllldad electroforética en geles de pollacrllanâ
da), cuya Importancla va en aumento. No obstante, no se conoce todavîa
5 6su papel. Hay unas 10 - 10 copias de cada una por nûcleo, pudlendo
detectarse en nucleosomas alslados (8).
Hlstonas: Tlpos- Propiedades de las estructuras 1—  y 3— ,
Tl£0£
Todos los eucariptes contlenen 5 tlpos de hlstonas: dos hlstonas 
rlcas en arglnlna, H3 y H4; dos hlstonas rlcas en Usina, H2a y H2b; y 
una histona muy rlca en Usina, Hl.
otras hlstonas o proteînas semejantes aparecen especîficamente en 
células muy concretas, por ejemplo, en los erltrocitos de vertebrados 
no mamîferos, H5, y en algunas células espermatogénicas, protamlnas.
La tabla î nos présenta algunas de las caracterîstlcas de las 5 
hlstonas tîplcas respecto a sus pesos moleculares aproxlmados, valores 
redondos en % de los tlpos de amlnoâcldos, y composiciôn en U s i n a  y 
arglnlna, en virtud de la cual se claslflean:
TABLA I
Hl 21 30 5 10 20
H2a 14 25 15 25 1
H2b 13,8 25 15 15 2,5
H3 15,3 25 15 20 0,72
H4 11,2 25 10 0,72
Estas clfras son las de la cromatlna de tlmo de ternera, pero pue
den aplicarse aproxlmadamente a la mayorîa de los organlsmos.
ES'tructura primaria: Conservaclôn, variantes.
Es muy Importante destacar aquî que las secuenclas de hlstonas va 
rîan muy poco de una especle a otra, es declr son enormemente conserva 
t tivas.
Se admlte que los valores de mutaclôn puntual por 100 réslduos y
100 millones de anos son de 0,15 para las H3 y H 4 , 1 para las H2a y H2b, 
y de 4 para el HI (corapârense con los valores conocldos para otras pro 
teinas! Cltocromo C,3; heinogloblna, 14; etc....). De hecho, las histo- 
nas H3 y H4 poseen las secuenclas proteicas mSs altamente conservadas 
que se conocen hasta la fecha en la nâturaleza. Tal conservaclôn supo­
ne que cada residue a lo largo de la cadena de la H3 y H4,estâ lmp1ica 
do en Interacciones esenciales para la funclôn de estas molêculas, pa­
ra la supervivencla del organisme. Las dlferenclas que hemos cltado pa 
ra los très grupos de hlstonas, pueden tener un slgnlfIcado funclonal.
Frente a este hecho general, va siendo cada vez mâs claro la exi^ 
tencla de variantes en la estructura primaria de las hlstonas Hl, H3,
H2a y H2b, no sôlo cuando se comparan diferentes organlsmos o diferen­
tes tejIdos del mlsmo organisme, slno también para un mlsmo tcjldo y 
durante la embrlogênesls (9,10). La cuestlôn central que subyace deba- 
jo de este hecho es si esta hetereogeneldad en las hlstonas, y por con. 
slgulente en los nucleosomas que forman, junto con la que también pro- 
porclonarian las modlfIcaciones enzimâticas postslntêtlcas de las hls­
tonas (acetllaclôn, fosforllaclôn, metllaclôn, y poli-ADP-rlbosllaclôn) 
y la presencla de las proteînas no histônicas HMG, podrîa estar relaclo 
nada con modulaclones especîficas de la estructura bâsica de la croma­
tlna y por conslgulente estar impllcada posiblemente en la expreslôn 
genêtlca differencial. A este respecto, la regulaciôn coordinada de la 
sîntesls de las variantes de hlstonas durante la embrlogênesls del er^ 
zo de mar, suglere una fuerte correlaclôn entre dlversidad de hlstonas, 
camblos en estructura de la cromatlna y expreslôn de un programa de de, 
sarrollo.
8Es t rue tura_terclar laj^ As^metr î a , _interacciones^
Otra propiedad Importante de las hlstonas que relaciona las estruc 
turas primaria y terclarla y con ello su papel en los nucleosomas y es­
tructuras de orden superior, es la dlstrlbuclôn aslmétrlca de los aml- 
noScldos a lo largo de la cadena pollpeptldlca. Las cuatro hlstonas 
que constltuyen el nûcleo del nucleosoma como veremos mâs adelante, a 
saber: H2a, H2b, H3 y H4, poseen unas reglones N-terminales (comlenzo de 
la cadena pollpeptldlca) bien deflnldas, muy bâslcas, mientras que las 
reglones C-termlnales (fin de la cadena) de las H3 y H4 y las centrales 
de las H2a y H2b son apolares.
Esta sltuaciôn condlclona su estructura tridimensional y con ello 
las poslbllldades de Interacciôn Intermoleculares. En principle, tal 
aslmetria conduce a pensar que las reglones N-termlnales muy bâslcas, 
cargadas posltivamente, son los sltlos primaries de Interacciôn con las 
cargas negatives portadas por los grupos fosfato del DNA, mientras que 
las reglones apolares estân ImplIcadas en interacciones hlstona-hlstona.
Por otro lado, conformaclonalmente, las zonas rlcas en residues
%
apolares tlenden a adoptar una estructura en hélice, mientras que làs 
rlcas en cadenas latérales polares (Usina, arglnlna, hlstldlna, âcldo 
aspârtlco, âcldo glutârolco), protagonlzarân una serle de repulslones 
electrestâtIcas que evltan la formaclôn de estructura en hélice. Ade- 
mâs no hay que olvldar la gran Importancla de las caracterîstlcas del 
medio en que se encuentre la protéîna, especialmente en lo referente a 
la fuerza lônlca,y asî la extenslôn de la formaclôn de hélice Incrementa 
con la fuerza lônlca coopérâtivamente (11).
El descubrlmlento de complejos en soluclôn entre hlstonajs especî-
ficasî(H3, H4)2* (H2b, H2a) y (H4, H2b) (12), y su estudio detallado 
por resonanci.a magnética nuclear (RMN) y otras técnicas flslcas (13), 
apoyan que el nûcleo de histonas que forman el nucleosoma corresponde 
a su asoclaclôn por las regiones apolares, mientras que las regiones 
N-terminales bâsicas interaccionarîan con el DNA nucleosomal, el Inter 
nucleosoraal o ambos. Ahora entendemos mejor el significado de la fuer- 
te conservaclôn de las histonas, a saber, que los residues de la super 
ficie, los mâs susceptibles a la alteraciôn durante la evoluciôn en 
otras proteinas, son tan importantes en las histonas como los residues 
internes de sus zonas globulares, Estos ûltimos aseguran un correcte 
plegamiento, mientras que aquellos hacen que la superficie interactûe 
extensa y especîficamente con otras moléculas,histonas y DNA.
La Hl, que no esté implicada en la forraaciôn del nûcleo o corazôn 
del nucleosoma ("nucleosomal core"), posee una estructura semejante en 
el sentido de que consta de una regiôn central globular, flanqueada a 
cada lado por regiones bâsicas.
La fig. 1, nos muestra los modelos de la estructura de los comple 
jos entre histonas (H3, 114)^ y(H2a, H2b),asî como la de la Hl.
Estructura bâsica; Nucleosoma. Interacciones histona-DNA e histona-his- 
tona.
Estâ incremantândose de una manera exponencial la informaciôn de 
que se dispone sobre el nucleosoma. Los investlgadorcs han trabajado en 
dftsdirecciones, o examinando la estructura Interna del nucleosoma, o e£ 
peculando sobre la manera de ensamblar cadenas de nucleosomas para ob-
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Fig. I.A.- Modelos de la estructura <fe los comple Jos entre histonas 
(113)2 (H/ , ) 2  y (H2a) (H2 b). Los numéros dentro de las re­
giones N-termlnales tndtcan los residues de Itslna que - 
pueden ser modlflcados quImlcamente.
B.- Estructura de la histona Ht. Las fléchas tndlcan las re­
giones de la moletula que pueden sufrir transforméeI6n - 
qufmica por fosforlIacl6 n .
("La chromatIne"/E.H. Bradbury. La Recherche N® 91* JuMlet-Aout 1978)
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tener los altos grados de estructura y compactaciôn del DNA, que son 
caracterlstlcos de la cromatlna en el nûcleo.
El nucleosoma se define como la partlcula que contlene la longitud 
entera de DNA,que es generada repetItivamente en los momentos primeros 
de la digestiôn con nucleasa estafilocôfica.
El nucleosoma consta de una longitud bien definida de DNA (14, 15), 
aproximadamente 200 pares de bases, acomplejada con un octâmero (16) de 
histonas. El octâmero contlene dos copias de cada histona H2a, H2b, H3 
y H4; Hl no forma parte propiamente del nucleosoma, pero estâ asociada 
con él.
DNA.
Con la progresiva acumulaclôn de datos sobre su estructura, estas 
caracterîstlcas générales del modelo del nucleosoma se han confirmado, 
pero los detalles se han modlflcado, como era de esperar.
Estâ ya claro que la cantldad de DNA por octâmero de hlstônas pue
de varlar entre 140 y 240 pares de bases, dependlendo del organisme y 
tejldo de los que se alslen los nucleosomas, (17-21); Incluso para un 
solo tlpo de células esta longitud no es l.omogénea (18, 19).
La evldencla para esta varlabllldad vlene de estudlos de digestlôn 
de nûcleos celulares con nucleasa estafllocôclca, cuyos primeros puntos 
de ataque se localIzan dentro de las regiones espacladora ("spacer") o 
de acoplamlento ("linker"), que separan las unldades repetltlvas.
Una digestlôn llmltada libera oligômeros y monômeros de nucleoso­
mas, de manera que la extrapolaciôn a hlempos cero da el tamano de la
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unidad repetitiva fundamental.
Si la digestlôn es mâs larga, se consigne una degradaciôn prefe- 
rencial râpida del DNA espaclador conduciendo, en el caso del monôraero, 
a la apariciôn de un corazôn ("core") nucleosomal relativamente asta­
ble, que contlene el octâmero de histonas y 140 pares de bases de DNA 
(20-22),
El tamano de este segmente es invariante en todas las muestràs de 
cromatina examinadas hasta hoy. Por conslgulente, la varlabllldad en 
la longitud del DNA en la repetlclôn nucleosomal, proviens de la varia 
clôn de la longitud de las regiones espacladoras que separan los cora- ' 
zones de los nucleosomas.
Los estudlos reallzados sobre estos corazones han sldo poslbles 
gracias a las têcnlcas flslcas de dlfracclôn de neutrones, de rayos X 
y microscopla electrônlca, sobre material nucleosomal en soluclôn (23, 
24), o crlstallzado; y gracias por otro lado a las técnicas bloqulral-
cas dg.;/digestiôn con nucleasas del DNA nucleosomal (2
El modèle que se dlbuja de los estudlos flslcos estarla de acujer- 
do con el que nos muestra la figura 2: el corazôn nucleosomal es un ci 
llndro de unos 110 Â  de dlâmetro y 55 Â  de altura. Conslderando la re-
soluclôn actual de estas técnicas, no se ha determlnado todavla el ca-
mlno exacto seguldo por el DNA, aunque lo colocan sln amblguedad en la 
perlferla de la partlcula* Se asume por lo tanto que los 140 pares de 
bases del DNA forman una superhélice uniforme envuelta alrededor del
'  e o
clllndro, con un dlâmetro de unos 100 A y un paso de hélice de unos 28 A, 
dando aproximadamente 1 3/4 vueltas de hélice sobre cl nûcleo de hlsto
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C'La chromât trie", E,M, Bradbury, l.a Recherche N- 91, Julllet-Aout 1978),
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nas, correspondlendo lôgicamente 80 pares de bases por vuelta de DNA 
en forma B.
Los estudlos con nucleasas, DNAasa I principeImente, han mostrado 
como el DNA nucleosomal sufre una serle de certes, produclendo una sé­
rié de bandas discretas correspondlentes a tamanos de DNA que son mul­
tiples enteros de 10 nucleôtldos (26), tal y como se observa en geles 
de electroforêsls y prevla desnaturallzaclôn de los productos (ya que 
esta enzima reallza cada corte sobre una sola de las bandas). Es por 
elle évidente que dentro del nucleosoma hay sltlos discrètes de ataque, 
que ademâs no son igualmente acceslbles, en respuesta a la propia estruc 
tura del nucleosoma. La flg. 3 muestra èl camlno propuesto del DNA en 
superhêlice alrededor del corazôn del nucleosoma, mostrando ademâs los 
sltlos de ataque nucleâslco. Este modelo présenta la cuestlôn de cual 
es el orlgen de la separaclôn de 10 nucleôtldos entre los sltlos de ata 
que nucleâslco; la respuesta estâ relaclonada con el paso de rosca de 
10 pares de bases de las flbras de DNA, en la forma B, de manera que 
esta peff^lodicidad existe tamblén en el DNA nucleosomal. Crlck y Klug, 
1975; propusleron como expllcaclôn concrete el modelo de la hélice aoo 
dada ("Klnky hellx"), donde segmentes llneales de DNA son doblados dl^ 
contînuamente a Intervalos de 10 pares de bases, forroândose una especle 
de codos o ângulos en esos puntos, que serïan los sltlos susceptibles 
a las nucleasas. Noll, 1974, ha prjopuesto en camblo que el doblamlento 
del DNA es continuo, de tal manera que cada punto del DNA sufrirïa la 
mlsma fuerza de tenslôn alrededor del nûcleo de histonas; en este caso, 
cada banda del DNA séria susceptible a la nucleasa en aquel punto en 
que sobresallera mâs de la superficie del nucleosoma, es declrj cada 10
15
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Flg. 3.A.- D lag rama de las vueltas de Ta superhêlice DNA mostran^ 
do las l40 pb que corresponden al corazôn nucleosomal.
B.- Frecuencla de corte por la DNAasa I para Tes dlstlnfos sj[ 
tins susceptibles en el DNA nucleosomal.
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^'Structure of nucleosome core particles of ch*'omatln", J.T. Finch y 
enl. Nature, Vol.269, 1 Sept. 1977.)
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nucleôtidos (para entender este ûltimo modelo, debemos considérer que 
el piano bidimensional del DNA es perpendicular al de la superficie 
del cilindro sobre el que se enrrolla).
Hist^nas^-
Como ya se ha dicho anteriormente, no hay ninguna duda de que,-en 
cas! todas las especies eucariôticas todos los nucleosomas contienen 
dos de cada una de las histonas H3, H 4 , H2a y H2b. Tal evidencia pro­
viens de estudios inmunolôgicos con anticuerpos para cada histonà» 
trente al nucleosoma ensamblado "in vivo" (27), de expérimentes de re- 
constituciôn "in vitro" en los que los que las cuatro histonas son re- 
queridas en cantidades equimôlares para ensamblar un nucleosoma (28), 
de experiencias de entrelazado quimico ("cross-linking") de histonas 
en cromatina mostrando un octâmero (29) y de las medidas précisas de 
los cocientes histona/DNA para cada histona (30,31).
Hay una quinta histona asociada con el nucleosoma, la Hl o una de 
sus variantes. Es muy probable que haya sôlo una molêcula/nucleosoma 
(32), a pesar de los muchos datos en la literature de que la estequio- 
roetria real podia ser 1:1 para las cinco histonas. La localizaciÔh de 
las hfstonas en el nucleosoma puede ser analizada en su relaciôn entre 
ellas mismas y en relaciôn al D N A !nucleosomal. Aunque ya hemos apuntado 
algunos aspectos anteriormente reçpecto a este tema de las interaccio­
nes, eç ahora el momento de evaluar su exacto conocimiento dentro del 
nucleosoma. Conviens destacar que si todos los campos de la cromatina 
deben ser désarroilados, este es uno de los que mâs lo nocesitan por
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la escasez de Informaciôn, si bien no faltan las especulaciones.
Los experimentos de "cross-linking” mâs recientes (17,19) han con­
firmado que hay dos regiones de histonas en el nucleosoma, una contenien 
do el octâmero, la otra conteniendo la Hl, Los estudios de digestiôn con 
nucleasas han mostrado también que la Hl es liberada durante la apari­
ciôn del corazôn a partir del nucleosoma (33-35), y por consiguiente es^ 
tâ probablemente unida al DNA espaciador ("linker"), pues aparece simul^ 
tâneamente un fragmente de unos 35 pares de bases con la Hl unido al m i ^  
mo (36).
Por otro lado, los estudios de "cross-linking" han mostrado tambiên 
que los contactes entre histonas en el nucleosoma son los mismos que en 
cromatina compléta.
Si se élimina el DNA del nucleosoma tratando este con ClNa 2M, es 
posible obtener en soluciôn el corazôn proteico como tal octâmero (37), 
aunque es punto de controversia todavla su estabilidad, de manera que 
las especies prédominantes serlan mâs bien tetrâmeros (38). Pues bien, 
Weintraub, Worcel y Alberts, 1976, han predicho un modelo de nucleoso­
ma que intenta relacionar su estructura y funeiôn y que no excluye que 
bajo condiciones apropiadas y en combinaciôn con el DNA, ese octâmero 
de histonas podrla dividirse en dos tetrâmeros heterotipicos simétricos, 
rindiendo medios-nucleosomas que han sido ya observados al microscopio 
electrônico (39).
Conviene que destaquemos ya la importancia de este modelo,que re­
sume muchos de los datos hasta hoy obtenidos sobre el nucleosoma y que 
se basa en un aspecto muy importante de su estructura, su probable 
simetrla binaria. La fig. 4 muestra una represontaciôn esquemâtica de
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mes", H. Weintraub y Col. Cell, Vol. 9, November 1976.)
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un modelo de nucleosoma basado sobre dos medios-nucleosomas apareados 
slmêtricamente.
Aparté del encuentro de un par de cada histona en el nucleosoma, 
la existencia de un posible eje de simetrla rotacional binaria,es so- 
portada por la forma de comportamiento del DNA nucleosomal trente a las 
DNAasas I y II. Ya hemos visto como los certes de la DNAasa I se produ 
clan a lo largo de todo el DNA con una periodicidad de 10 pares de ba­
ses; sin embargo, hay importantes variaciones en las frecuencias de 
corte para cada punto, de manera que las sensibilidades a la enzima son 
semejantes para cada dos puntos separados 80 pares de bases, es decir, 
la longitud de una vuelta de hélice del DNA siguiendo èl recorrido de 
este en el nucleosoma, pero solo 28 A  transversalmente, que es el paso 
de rosca dé ese DNA asl enrrollado. De esta manera, los puntos sobre 
la doble hélice del DNA separados 80 pares de bases estân situados lo 
mâs cerca posible, 28 A, y pueden ser protegidos de forma semejante 
por tener el mismo ambiente local. Naturalmente, este modelo de ataque 
con variaciôn en las frecuencias séria concomitante con el de una dis- 
tribucién simêtrica de los contactos DNA-protelna. Por otro lado, se 
ha observado que la DNAasa II corta el DNA de la cromatina a interva­
los de 100 pares de bases bajo ciertas condiciones lônicas (40).
Ello estâ sugiriendo que ademâs de cortes en sitlos preferencla­
ies entre los corazones nucleosoma les, p(>drla haber otro en el medio 
de cada corazôn.
Mirzabekov y Col.con estudios de "cross-linking" histona-DNA, pa- 
recen llegar a la conclusiôn de que hay una molécula de histona de ca-
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da tipo unlda a cada banda del DNA y que dos moléculas de cada histona 
H2a, H2b, H3 y H4,estân dispuestas simétricamente sobre las dos bandas 
del duplex DNA en el corazôn nucleosomal. H4 y H3 parecen estar unidas 
a los extremos 5' y 3' respectivamente d e .cada banda del DNA. Este mi£ 
mo investigador apunta que tal interacciôn de las histonas con una ban 
da del DNA, la cual soporta nuevamente el modelo de Weintraub y Col, 1976, 
podia no interferir con los procesos de transcripciôn y replicaciôn,
Por otro lado, ha mostrado en un estudio paralelo que las histonas es­
tân situadas principaImente fuera de los huecos mayor y menor del DNA, 
dejando el menor bien expuesto, lo cual podrla ser importante para la 
interacciôn con proteinas reguladoras implicadas en la expresiôn genê- 
tica.
Una gran parte del trabajo desarrollado sobre el tetrâmetro, ha 
sido centrado sobre la cuestiôn de si las regiones NHg- terminales de 
las histonas tienen una conformaciôn diferente del resto de la molécu­
la. La cuestiôn surge del hecho que ya hemos descrito,de que los amino 
âcidps bâsicos estân localizados principaImente en estas regiones NHg- 
terminales y de la demostraciôn por Weintraub y Col, (41), 1974, de que 
la tripsina libera residues de 20-30 aminoâcidos de estas regiones cuan 
do se ataca la cromatlna. Esto junto con la pronta evidencia suminis- 
trada por la RMN (42), condujo a la idea de que las histonas se asocian 
entre si esenoiaImente a través de sus regiones COOH-terminales, mâs 
bien globulares, y que las colas NH^-terminales se extienden hacia fue 
ra para^ envolver el DNA. La fig. 4 nos muestra como el modelo de Wein­
traub y Col représenta estas colas interaccionando con cl DNA en el nu 
clebsoma. (Vease tamblôn la fig. 1). ’ j
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Kornberg, 1974, fué el prlmero que sugiriô que las histonas H3 y 
H4 podlan jugar un papel ûnico en la estructura del nucleosoma. Se sa- 
be que los nucleosomas pueden ser reensamblados mezclando DNA e histo­
nas en condiciones controladas, de manera que las estructuras obtenidas 
poseen las mismas caracterîstlcas que los nucleosomas nativos. Fué de 
esta manera como se encontrô que las H3 y H4 son necesarias y suficien 
tes para la generacién de un complejo semejante al nucleosoma, aunque 
algo mâs pequeno, Parece que H3-H4 sôlo, pueden organizar 140 pares de 
bases de DNA en una manera muy similar a como lo hacen en el corazôn 
nucleosomal completo, tal y como se ha comprobado por microscopla elcc 
trônica, difracciôn de rayos X, digestlôn con nucleasas, etc..., aunque 
debe ser demostrado todavla que estas partCculas H3-H4 se asocian como 
los tetrâmeros (H3)g-(H4)^ (Simpson y Col, 1977),(Ver fig. 1).
Debemos tener presents, que las histonas ricas en arginina han s^ 
do las mâs estrictamente conservadas durante la evoluciôn en su estruc 
tura primaria, y que son también las mâs fuertemente unidas de todas 
las histonas al DNA.
Pero 6cual séria entonces el papel de las histonas H2a y H2b?. La 
hipôtesis es que pddrlan jugar un doble papel: por un lado, interaccio 
nar con la partlcula subnucleosomal H3-II4 ayudando a estabilizar el 
plegamiento del DNA en el corazôn nucleosomal; y por otro lado, unirse 
junto con la Hl al DNA espaclador ("linker DNA"). De esta manera, la 
conservaclôn de la longitud del DNA del corazôn, 140 pares de bases, 
séria debida a la conservaclôn en la secuencia de aminoâcidos de las H 3 
y H4 (43),mientras que la variaciôn en la longitud del DNA espaciador 
lo séria (44) por variaciones en la estructura de las H2«, H2b y Hl. De
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hecho ambos, DNA corazôn y espaciador, estân contenidos en nucleosomas 
carentes de Hl, indicando que el espaciador no estâ formado solo por Hl 
sino que podrla implicar a las H2a y H2b {28, 45). Hemos ya cornentado 
ademâs el hecho de la varlabllldad de las estructuras prlmarias de las 
histonas H2a y H2b, especlaImente en las regiones bâsicas, lo cual con 
duce a la interesante posibilidad de que estas variabilidades en las 
zonas que interaccionan con el DNA, podrlan définir quizâs en parte y 
junto con la Hl, la longitud variable del DNA espaciador. Evidentemente, 
las regiones conservadas de las H2a y H2b son importantes para las in- ' 
teracciones histona-histona en orden a mantener un corazôn de histonas 
estable.
Estructuras de orden superior; papel de la Hl.-
Como ya senalamos al principio, los nucleosomas estân implicados 
en ôrdenes superiores de estructuraciôn, con el fin de plegar el DNA 
en la forma tan extremadaraente compacta que se encuent^a en el nûcleo. 
La^atenciôn se ha centrado sobre los dos primeros niveles de organiza- 
ciôn. Un filamento de cromatina delgado, 100 A en diâmètro, y una fibra 
mâs gruesa, con un dlâmetro de 200-300 A. La fibra delgada es casi con 
toda segurldad, una cadena lineal de corazones nucleosomalés en contac 
to unos con otrosj La fibra gruesa parece ser generada por enrrollamien 
to de la fibra delgada. Los estudios de difracciôn de neutrones de la 
fibra de cromatina de 300 A, sugieren que los nucleosomas estân dispues
o o
tos eu un solenoide con un paso de rosca de 100 A, un diâmètro de 300 A 
y un hueco central de 100 A (46). El paso de rosca estâ determlnado 
probablemente, por el empaquetamiento lado a lado de nucleoéomas sobre
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las vueltas‘adyacentes del solenoide. Estos mismos solenoides se obser 
van en micrograflas electrônlcas de oligômeros de nucleosomas si el 
Mg^* estâ présente, si falta solo es visible la fibra delgada de 100 A 
(1). Que la histona Hl, la fuerza iônica y/o cationes divalentes estân 
implicados en el mantenimiento de estructuras de cromatina de orden su 
perior, son hechos que ya se conocîan desde hace tiempo (2, 28, 35, 45, 
47-49).
Hay buenas razones para pensar que las interacciones entre nucleo 
somas estân modificadas o estabilizadas por la Hl, puesto que ya hemos 
mencionado que esta histona estâ unida a la cromatina al menos en par­
te a través del DNA espaciador. La presencia de Hl en cromatina, o su 
adi^ciôn a una cromatina sin ella, result;» en una compactaciôn de la 
cadena nucleosomal; su eliminaciôn permite la apertura de la estructu­
ra hacia las formas conocidas en collar de perlas (50-52) . Estudios so 
bre la uniôn ("binding") de la Hl a oligômeros de nucleosomas, han mo£ 
trado un incremento continuo en afinidad hasta el octanucleosoma, a par 
tir del cual ya no muestra dependencia con el tamano. Esto sugiere que 
los octanucleosomas son capaces de formar una unidad estable de estruc 
tura de orden superior, y de hecho las micrograflas electrônicas de 
fracciones de oligonucleosomas conteniendo Hl, revelan la presencia de 
estructuras esféricas de aproximadamente 200 A de diâmètro, de 6-10 nu 
cleosomas, y que se han denominado supercuentas ("superbead") (2). No
se sabe todavla si esta séria la forma habituai de estructuraciôn en 
la cromatlna nativa. Ha sido senalado (2) que la expôsiciôn de la cro­
matina a muy bajas fuerzas iônicas, desorganiza la fibra gruesa de cro 
matlna de 300 A y altera la uniôn dependiente de tamano de la Hl, qui-
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zSs por interrupclôn de sus Interacciones cooperatlvas.
No estâ claro como la Hl contribuye a la compactaciôn de oligonu­
cleosomas: podrla formar puentes entre las vueltas de superhélice, (52), 
y/o bien conectar regiones espacladoras entre ambos lados de un solo 
nucleosoma (53). Conviene subrayar que de todas las histonas, la Hl pre 
senta la mâxima variaciôn en secuencia de aminoâcidos, y podrla especu 
larse que el tamano variable de la regiôn espacladora entre corazones 
nucleosomales estâ correlacionado con las subespecies de Hl unidas al 
mismo (54, 55). A elle podrlan contribuir también las H2ay H2b como ya 
hemos senalado.
Modlficaciones enzimâticas de las histonas.-
Las histonas sufren una variedad de modificaciones enzimâticas post 
sintéticas, especîficas de secuencia, y en posiciones particulares de 
la secuencia de aminoâcidos (43, 56).
Let's cadenas latérales de los residuos de U s i n a  p u ^ e n  ser N-ace-  ^
tilados, o N-metilados (mono-di- o trisubstituido); los residuos ger^ 
na pueden ser 0-fosforilados; los residuos histidina y arginina pueden 
ser N-metilados; y el residuo NH2-terminal de la histona puede ser ace 
tilado. La variedad estructural introducida por estas modificaciones, 
contrasta fuertemente con las restricciones estructurales impuestas 
por la alta conservaclôn dé las secuencias de aminoâcidos de las histo 
nas,particularmenfe 113 y H 4 . Una posible interpretaciôn es que una 
uniôn firme y précisa de las histonas con el DNA y entre ellas mismas
es estructuraImente crltico (de aqul la conservaclôn de sus secuencias),
!
pero que la liberaciôn de estas interacciones es también esertcial para
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funclones cromosomales particulares (replicaciôn, transcripciôn), y esto 
podrla lograrse introduclendo perturbaciones estructurales a través de 
modificaciones enzimâticas de las cadenas latérales de aminoâcidos.
Estos diferentes tipos de modificaciones tienen consecuencias dife 
rentes: la N-acetilaci6n provoca la pêrdida de una carga positiva; la 
N-metilaci6n de U s i n a  no provoca un cambio de carga pero si un incremen 
to en la basicidad del nitrôgeno y un incremento de la hidrofobicidad; 
la 0-fosforilaciôn introduce dos cargas negativas; la poli (ADP)-ribos^ 
laciôn introduce una carga y media negativa por cada residuo ADP-ribosa 
incorporado. Los grupos c-N-acetilo y los O-fosfato son metabôlicamente 
inestables y se recambian râpidamente, ro antras que los grupos acetilo 
NH2-terminales y los N-metilo son astables. Esta capacidad de recambio 
ha despertado un considerable interës, pues podrla conferir algûn tipo 
de especîficidad celular.
Los estudios de secuenciaciôn de aminoâcidos, han permitido cono- 
cer con detalle algunas caracterîstlcas de estos procesos, en cuanto al 
tipo de histonas y residuos modificados. Aunque en muchos casos se han 
establecldo las posiciones de las modificaciones en la secuencia, su sig^ 
nificado biolôgico preciso estâ lejos todavla de ser entendido.
La flg. 1 nos muestra las posiciones numéricas de los residuos de 
Usi n a ,  en las regiones N-terminales de las histonas nueleosomales, que 
pueden ser modificados por los distintos tipos.
La tabla II trata de ser un resumon de algunas de las caracterlstdL 
cas de la metilacion, fosforilaclén y poli (ADP)-rlbosilaciôn de histo­
nas; la acetilacion es tratada a continuacién con mâs detalle..
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Los estudios sobre acetilaclôn de histonas han puesto de manifies- 
to la existencia de dos tipos de acetilaclôn: a/metabôlicamente estable, 
en el residuo serina N-terminal de las histonas Hl, H2a y H4, y b/ ace 
tilaciôn metabôlicamente inestable en los residuos internos de Usina, 
en la forma e-N-acetillisina, que ocurre fundamentaImente en las histo­
nas ricas en arginina 113 y H4 (57, 58).
La acetilaciôn N-terminal estable es inhibida por ciclôheximida (59), 
y se asocia con la biosîntesis de histonas. Se han aislado enzimas ace- 
tiltransferasas citoplâsmicas capaces de a etilar histonas, de caracte- 
rîsticas diferentes a las nucleares (60); y se han aislado pêptidos na- 
cientes de polisomas con movilidad similar a la de las histonas, identl 
ficândose el grupo acetilado como N-acetil serina (61). Cuando las molé 
culas de histonas entran en el nûcleo celular, pueden sufrir el segundo 
tipo de acetilaciôn, la de residuos internos de lisina dentro de la ca­
dena polipeptîdica- La reacciôn résulta en la neutralizaciôn de la car­
ga positiva sobre el grupo e-amino del residuo de lisina afectado.
Los sitios especîficos de acetilaciôn han sido identificados por - 
estudlos de secuencia de proteînas, y con el uso de histonas de varias 
especies. En la H4, se acetilan los residuos lisina de las posiciones 5,
8, 12, y 16 en la regiôn amino terminal (58, 62), (ver fig. 5). La lisina 
de la posiciôn 16 es el sitio principal de acetilaciôn Interna de la H4.
En la H3 las posiciones son 9, 14, 18 y 23 (63, 64). H3 y H4 son las 
fracciones que presentan mayor grado de acetilaciôn "in vivo", aunque 
también las H2a y H2b son susceptibles, pero en menor grado. La Hl no 
se acetila en la mayorîa de los sistemas estudiados, pero en células en 
cultivo p.ej. CltO, sf es posible detectarJo (65).
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Las moléculas Indivlduales de histona con secuencias de aminoâcidos 
idénticas, pueden diferir con respecto a su grado de acetilaciôn. El re 
sultado eg que preparaciones puras de histonas H3 o H4 son heterogêneas 
internamente, Cada clase de histona comprende una mezcla de cadenas po- 
lipeptldicas, algunas de las cuales estân acetiladas internamente en di 
ferentes grados mientras que otras no lo estân en absolute. Cada una de 
las subfracciones pueden ademâs diferir con respecto a otras formas de 
substituciôn,tales como metilaciôn o fosforilaciôn.
La e-N-acetilaciôn de H2a, H2b, H3 y H4 sucede en la fase S del c^ 
d o  celular, en varios tejidos asl como en células en cultivo. Se ha su 
gerido que los ciclos de acetilaciôn y deacetilaciôn (56), podlan ser 
esenciales para el ensamblaje de las nuevas histonas sintetizadas en la 
cromatina y para la consecuciôn de una adaptaciôn final corrects. Es de 
cir, que la acetilaciôn mûltiple de los residuos lisina en las regiones 
mâs bâsicas de las nuevas moléculas H4 sintetizadas, al reducir la repul 
siôn electrostâtica, permitirla a estas regiones asumir una conformaciôn 
a-helicoidal y lograrse asl un ajuste mâs controlado y preciso de la H4 
sobre la hélice DNA (64). El modelo requiers unaacetilaciôn mûltiple de 
cada cadena nueva sintetizada, a fin de asegurar su uniôn correcte al 
DNA.
Por otro lado, dado que el modelo del nucleosoma présenta problè­
mes inmediatos con la transcripciôn, ya que la RNA-polimerasa debe nece 
sariamente caminar sobre el DNA, es necesario postular que las interac­
ciones histona-histona 6 histona-DNA estân interrumpidas, al menos tem- 
poralmente. La acetilaciôn de los residuos de lisina en las regiones b£ 
sicas de la molécula de histona, debllitarla las interacciones iônicas
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entre las histonas y el DNA, de manera que el alto recambio de los ace- 
tilos, permitirla al nucleosoma restablecer interacciones crîticas bre- 
vemente después de que hayan sido rotas,
El estudio de efectos directes de la.acetilaciôn de histonas sobre
la estructura del DNA,han sido posibles gracias al desarrollo de mêtodos 
cromatogrâficos y electroforëticos. para la purificaciôn de subfraccio- 
nes de histonas que difieren en su grado de acetilaciôn (66)* La H4 de
nûcleos de timo de ternera ha sido separada en sus subfracciones natura
les cero, mono y raulti-acetiladas. Cada una de ellas fué comparada con 
respecto a sus interacciones con DNA, con el uso del dicroismo circular 
para seguir cambios en la conformaciôn, Los resultados indican que la 
forma monoacetllada de la H4 es menos efectiva que la no acetilada en 
la alteraciôn de la conformaciôn del DNA, aunque ambas se unen al âcido 
nucleico (67). Esta es la primera evidencia directs de que la acetila­
ciôn de residuos lisina en histonas, puede alterar sus interacciones con 
DNA,
 ^POr lo tanto, un cambio en la conformaciôn del DNA como resultado 
de la açetilaclôn de histonas, podia suministrar una base flsica para 
las numerosas correlaciones que hay entre acetilaciôn y cambios en la - 
estructura y funciôn de la cromatina.
ASPECTOS FUNCIONALES !
Cromatlna activa e inactiva.-
Elucidar una estructura es fascinante por si mlsma, pero para los 
biôlogos moleculares, la cuestiôn central es siempre la de cual es el -
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significado de una estructura dada en térrainos de su funciôn. Intuitiva 
mente, y de acuerdo con el concepto clâsico de que las histonas juegan 
un papel en la represiôn no especîfica de la actividad genética (68,69), 
el empaquetamiento del DNA en nucleosomas compactos por fuerte asocia- 
ciôn con histonas, parece exclulr una transcripciôn eficiente por la 
maquinaria transcripcional.
Ya que cualquier modelo de estructura de cromatina debe en ûltimo 
extremo justificar, al nivel molecular, la transcripciôn selective de 
solo una parte del genoma, no es sorprendente que muchos grupos hayan 
intentado durante estos ûltimos anos establecer si la organizaciôn nu­
cleosomal es ubicua en el genoma. Obviamente, no se puede estudiar la 
estructura de la cromatina activa y compararla con la de la cromatina 
inactiva (inerte),sin conocer si la expresiôn o no expresiôn de un gen 
determlnado, de un tejido o célula determinadas, estâ reaImente relacio 
nado de una manera directa con la regulaciôn de su velocidad de trans­
cripciôn y no con los sucesos posttranscripcionales. Por ello, conviene 
que brevemente mostremos alguna evidencia reciente de que al menos en 
algunos sistemas, la expresiôn genética estâ regulada al nivel de la in_i 
ciaciôn del RNA.
La visualizaciôn de unidades de transcripciôn ribosoraales activas 
(UTs) y su modulaciôn a diferentes estados de desarrollo (70,71), sumi- 
nistra una fuerte evidencia de que la transcripciôn del rDNA estâ regu­
lada. Otros estudios sugieren que la expresiôn de genes no ribosomales 
podîa estar también regulada al nivel de transcripciôn, ya que se han 
visualizado UTs no ribosomales dolimitadas por sitios de iniciaciôn y 
terminaciôn (70). Sin embargo, estos ûltimos resultados no excluyen que
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en un organisme dado, un gen determinado (los genes para la globina u 
ovoalbûmina, p. e j .) pueda ser transcrite en todos los tipos celulares, 
y que sus RNAs transcrites sean degradados râpidamente y no se acumulen 
a menos que otros sucesos posttranscripcionales sucedan. Tal posibilidad 
no es muy consistente, al menos en el caso de los genes de la ovoalbûm^ 
na de polio y globina, ya que las moléculas de RNA polimerasa en trans­
cripciôn aparecen sobre estos genes solamente en las células donde se 
expresan (72). Los estudios inmunolôgicos de Jamrich y Col. y de Elgin 
y Col., los cuales muestran que la distribuciôn de la RNA polimerasa II 
estâ correlacionada con el estado transcripcional (activo e inactive) 
de un locus dado en el genoma Drosophila, soportan también la conclusiôn 
de que no todos los genes que pueden ser expresados en un organisme, son 
transcrites en cualquier momento en una célula determinada.
El aislamiento de cromatina activa es una etapa importante para es 
tudiar su estructura, aunque este camino es materia de controvertidas 
discusiones cientîficas. Las otras dos vlas son buscar genes actives 
en nucleosomas, y estudiar cromatina en el microscopio electrônico.J.M. 
GottesfôLd y Col. (73), han descrite una interesante metodologîa para 
la preparaciôn de cromatina activa, en la que se realiza una digestiôn 
de cromatina total con DNAasa II de bazo, seguida de la precipitaciôn 
de cromatina inactiva con Cl^Mg, La cromatina soluble en Mg^^ contiens 
RNA naciente e incluye secuencias de DNA transcribibles, pero excluye 
secuencias de DNA inactlvas. Mâs aûn, en un rango diverse de tipos de 
células, la cantidad de cromatina soluble en Mg^ "*" se correlaciona con la 
< actividad total transcripcional. La cromatina soluble en Mg muestra 
la misma longitud repetitiva de DNA, 2 0 0 p b , y  el mismo complemento de
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histonas que la cromatina inerte, lo cual implica que la repeticiôn del 
DNA es una propiedad de una clase de estructuras de cromatina mâs bien 
que de una estructura ûnica. Aunque su interpretaciôn podia ser compli- 
cada por el hecho de que no todos los genes rDNA son necesariamente ac- 
tivos en un momento determinado, los estudios basados sobre digestiôn 
con nucleasa estafilocôcica de la cromatina, han indicado que los genes 
ribosomales transcrites activamente estân contenidos en la estructura 
nucleosomal (74). Estudios similares sobre el material cromatinico de 
genes transcrites o sobre genes especîficos transcrites (globina y ovo­
albûmina), han mostrado tambiên que el DNA de estos genes es encontrado, 
tras digestiôn con nucleasa estafilocôcica, en particules sedimentando 
como los nucleosomas o en fragmentes de DNA con la longitud del corazôn 
nucleosomal (75). Ya que las histonas son responsables de la estructura 
periôdica repetitiva de la cromatina inerte, parece muy probable que 
las histonas estân asociadas con genes activamente transcrites. Esta con 
clusiôn es ademâs soportada por los estudios de Cech y Col, los cuales 
muestran la ausencia de largas (>400 pb) regiones de DNA libres de pro- 
teina (presumiblemente libres de histonas) en células, y por los estudios 
inmunolôgicos y bioquîmicos que indican que las histonas, con la posible 
excepciôn de Hl, estân présentes sobre genes ribosomales y no ribosoma­
les actives en transcripciôn.
Estruotura del nucleosoma de genes en transcripciôn.-
Aunque todos los resultados antes mencionados sugieren que la cro­
matina en transcripciôn estâ organizada de una manera muy similar a la 
de la cromatina inerte, varias linea de evidencia, bioquimicas y de mi-
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croscopla electrônica, indican que les genes actlvaniente transcrites,no 
estân empaquetados en nucleosoinas regularmente compactados como se han 
definido previamente,
Los genes transcrites sen degradades per la DNAasa I muche mas râ- 
pidamente a fragmentes no hibridizables que les inactives, le cual puede 
ser censiderado como una prueba de la estructura interna del nucleosema. 
Esto fué demestrade primeramente para les genes de la globina de las 
células rejas de la sangre en embrienes de polio (76), y confirmado pa­
ra otros sistemas con genes ribesomales y no ribosomales, y hasta para 
genes de adenovirus actives integrades en el genoma de células transfer 
madas (77). En este ûltime case, se mestrô claramente que el incremente 
en sensibilidad a la DNAasa I esté limitado a la unidad de transcripciôn 
y quizâs a unes poces nucleosomas a ambes lades. La estructura alterada 
de crematina en transcripciôn es revelada tambiên per digestiôn con DNA­
asa II, la cual la ataca a una velocidad mueho mâs râpida que a la croraa 
tina inactiva (78). Este hecho es la base de la metodologîa de fraccio-
namienfo de la crematina que hemos descrito antes. Les 'riucleosomas com-
\ 2+ 
pletes de la crematina soluble en Mg , sedimentan mâs râpido que los
de la crematina inerte. Aquellos centienen RNA y preteînas no histonas,
as! como histonas, y son particularmente sensibles a la DNAasa I pancreé
2+
tica. ptres expérimentes sugieren que los nucleosomas solubles en Mg ,
contienen regiones de DNA en una <^onformaciôn mâs extendida (Gettesfeld
?+
y Col.). Bajo la acclôn de la RNAasa, los nucleosomas solubles en Mg ' , 
adoptan muchas de las caracterîsticas estructurales de los nucleosomas 
inertes, asf que los resultados de Gettesfeld son Interpretados en el 
sentido de que la cromatina activa estâ en una estructura dif<^rente a la 
inerte, pero que de alguna manera la primera es interconvertible a la -
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segunda.
Slmilarmente, Bellard y Col. han mostrado que la subunldad cromat^ 
nica repetitive de un gen activamente transcrite, ovoalbûmina de oviduc 
to de gallina ponedora, es liberada mâs râpido per digestiôn con nuclea 
sa estafilocôcica que la de los genes no transcrites. No se sabe si los 
genes ribosomales actives se comportan igual.
No estâ claro todavîa si la mayor sensibilidad a la DNAasa I se con 
serva en subunidades aisladas de cromatina en transcripciôn, por diges­
tiôn con nucleasa estafilocôcica, o si es una propiedad ûnica de la fi- 
bra de cromatina sin digerir (75, 76). No estâ claro si esta mayor velo 
cidad de digestiôn refleja una velocidad de corte mayor en los interva- 
los normales de 10 nucleôtidos, o la apariciôn de nuevos sitios de cor­
te, aunque para genes ribosomales activos no se han encontrado fragmen­
tes de 10 nucleôtidos (o mûltiplos de 10) a cualquier tiempo (74).
Usando la técnica de Miller y Beatty (1969) (79), todos los 
estudios de microscopîa electrônica (70, 71, 80) coinciden en la ausen- 
cia de nucleosomas sobre los genes ribosomales transcrites activamente, 
ya que las medidas de UTs ribosomales indican que el DNA debe estar ex- 
tendido en la forma B. Sin embargo, el DNA no estâ de ninguna manera des 
nudo, sino que estâ asociado con proteinas bâsicas (Foe). Existe alguna 
controversia, posiblemente debida a variaciones en las condiciones de 
dispersiôn del material, sobre si los nucleosomas estân présentes o no 
en las regiones espaciadoras. Se ha sugerido que algunas de las partîcu 
las vistas en las regiones espaciadoras, podîan ser moléculas RNA poli- 
merasa.
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Hay evidencia Inmunolôgica de microscopîa electrônica, de que las 
histonas permanecen asociadas con UTs no ribosomales,activas transcrip- 
cionalmente. Si los nucleosomas estân présentes o no en ellas es todavîa 
una cuestiôn de debate (70, 81), ya que hay dificultades en la détermina 
ciôn segura del cociente de compactaciôn. Pero en cualquier caso, los 
segmentes de cromatina asociados con fibras ribonucleoproteicas no ribo 
somales nacientes, exhiben una peripdicidad reducida en la estructura 
repetitiva cuando se compara con cromatina inactiva, y no son visibles 
estructuras semejantes'a nucleosomas,en las UTs tan activas de los lazos 
de los cromosomas plumosos (Franke).
&Cual es entonces la explicaciôn de los resultados aparentemente 
contradictories que acabamos de exponer?. De un lado, la presencia de 
nucleosomas sobre cromatina en transcripciôn,, es sugerida por el encuen- 
tro de genes activos, con la misma longitud repetitiva del DNA que la de 
la cromatina inerte, y por la asoclaclôn de histonas con ellos. Por 
otro lad*o, estudios de digestiôn con DNAasa I domuestrafique la estruc- 
tura del nucleosema estâ alterada, y las observaciones de microscopîa 
electrônica indican que el DNA de cromatina en transcripciôn no estâ 
compactado en nucleosomas. La explicaciôn de esta paradeja aparente po- 
drla basarse sobre las propiedades dinâmicas de los nucleosomas abier- 
tos; en las regiones de transcripciôn, la estructura compacta del nucleo 
soma estâ abierta (extendida); las histonas estân présentes sobre el DNA 
y lo protejen en gran medida trente a las digestiones con nucleasa esta 
filocôcica y DNAasa II, pero no contra la digestiôn con DNAasa I. La m^ 
croscopla electrônica podria mostrarnos la presencia o ausencia de nu- 
clesomas en la cromatina en transcripciôn, vSi el estado "in vivo" fuera
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un equilibrio que pudiera ser desplazado hacia la forma extendida o la 
compacta, segün las condiciones utilizadas para el aislamiento y visua- 
lizaciôn de la cromatina.
La existencia de una organizaciôn nucleosomal alterada en la croma
tina en transcripciôn plantea dos cuestiones esenciales: iComo puede la
RNA polimerasa transcribir el DNA con las histonas unidas todavîa al m i £  
mo?,y ccuales son los mecanismos que promueven la apertura del nucleoso 
ma?. Las respuestas a ambas no estân elucidadas ni mucho menos. Respec­
te a la primera cuestiôn, aunque los resultados actuales y los de Mirza
bekov y Col. soportan el modelo de Weintraub y Col. (1976), queda toda­
vîa mucho por hacer.
Respecto a la segunda, a pesar de los numerosos candidates, no te- 
nemos todavîa ninguna informaciôn clara identificando los factorcs res­
ponsables de la inducciôn, y roantenimiento de una conformaciôn nucleoso 
mal activa alterada, localizada en regiones de la cromatina muy especî- 
ficas por carabios estructurales, cPreceden o resultan del proceso tran^ 
cripcional?.Parece improbable que los componentss de la maquinaria de 
transcripciôn sean los responsables de tal conformaciôn nucleosomal al­
terada.
Las observaciones de microscopîa electrônica de Foe y  Franke sugie 
ren,al menos en el caso de las UTs ribosomales: la transiciôn de una es 
tructura compacta nucleosomal a la de una fibra desorganizada y extend^ 
da de 70 A, podîa preceder la iniciaciôn de la transcripciôn. Ademâs,la 
sensibilidad a la DNAasa I de los genes no ribosomales en transcripciôn, 
no estâ correlacionada con la velocidad de transcripciôn (82),y en el
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caso de la ovoalbûmina, parece ser reténida incluso después de acabada 
la transcripciôn. Similarmente, la distribuciôn de algunas proteinas no 
histônicas en cromosomas politénicos de Drosophila ha sugerido a Elgin 
ÿ Col. que los loci que serân,son, o han sido activos en la transcripciôn 
en un période de désarroilo determinado, pudleran tener un estado de cro 
matina diferente del de la cromatina inerte, nunca transcrits. Sin em­
bargo, la generalidad de.un modelo estructural que séria necesario, pero 
no suficiente, para permitir la transcripciôn, es cuestionable a la vis 
ta de los resultados de Camerini, Otero y Col., los cuales no concuerdan 
con el reportaje previo de Weintraub y Groudine (1976) de que los genes 
de globina, son digeridos especîficamente por la DNAasa I en nûcleos de 
eritrocitos raaduros, donde ya no son transcritos.
Ademâs de los componentes de la maquinaria de transcripciôn, otros 
muchos factores potenciales podlan estar implicados en tal alteraciôn - 
estructural de nucleosoma active. Las subunidades activas estân muy en- 
riquec^d^is en proteinas no histônicas (78), y hay evidej^ia circunstan- 
ciaj. inmunolôgica y bioqulmica, de que algunas proteinas no histônicas 
especlfîcas podlan estar implicadas, incluyendo las proteinas HMG (83, 
84).
Un fùerte candidate son, por supuesto, las modificaciones de histo 
nas, especialmente acetilaciôn y fosforilaciôn, ya que hay muchas corre
t
laciones entre estas modificaciones y cambios de actividad en cromatina 
(85, 86), como veremos en el siguiente apartado. La mayorla de estas mo 
dificaciones suceden, como sabemos, en las regiones NH^-terminales de 
las histonas y podlan estar implicadas por consiguiente en la mayor son 
sibilidad a la DNAasa I, ya que la eliminaciôn de los extremjjs Nll^-ter
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minales con tripsina, aumenta la velocidad de digestiôn con DNAasa I.
La acetilaciôn "in vitro" de la cromatina incrementa drâsticamente su 
susceptibilidad a la digestiôn con DNAasa I (86). Por otro lado, Allfrey 
Ÿ Col. han encontrado que la sensibilidad a la DNAasa I de la cromatina 
altamente acetilada de células HeLa tratadas con butirato (87) es incre 
mentada, y que su digestiôn libera preferencialmente subunidades enrigue 
cidas en histonas acetiladas.
Acetilaciôn de histonas y cromatina activa.-
Como acabamos de decir, un candidate ôptimo para interrumpir las 
Interaccioncs histona-histona o histona-DNA, al menos temporalmente, y 
permitir el paso de la RNA polimerasa a través del nucleosoma, es la mo 
dificaciôn de las histonas, o por fosforilaciôn o por acetilaciôn.
La fosforilaciôn de histonas se da principal y extensivamente en 
très fracciones de histonas en células en divisiôn, pero solamente en un 
pequeno grado en las células que no se dividen. Mâs aûn, la principal 
histona modificada es Hl, la cual no se encuentra dentro del nucleosoma. 
Ademâs, todos los estudios han indicado que la fosforilaciôn de histonas 
en la interfase y su subsiguiente recambio, suceden a veloôidades rela- 
tivaroente bajas (asi la t^yg para la hidrôlisis de los fosfatos de la Hl 
es de 4-5 horas (88). La fosforilaciôn de la Hl, por consiguiente, no 
parece ser un candidate muy prometedor.
La acetilaciôn de histonas ocurre en una forma metabôlicamente muy 
activa sobre todas las histonas nucleosomales. La modificaciôn es râpi­
da y es igualmente eliminada con gran velocidad (3-30 minutes), de ma ne 
ra que permite al nucleosoma reestablecer intcracciones criticas breve-
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mente después de que hayan sido rotas. El nivel en equilibrio dinâmico 
de la monoacetilacién, puede llegar a afectar al 30-40% de las histonas 
totales segûn el tejido. Ciertaraente, al menos 40% de todas las molécu­
las H3-H4 aparecen modificadas durante un'intervalo de 10', un grado de 
modificaciôn mucho mâs grande del que séria esperado, si ocurriera sola 
mente en la regiôn de genes activos (89). La modificaciôn mâs extensiva 
sin embargo, con 3-4 grupos acetatos por histona, ocurre en una fraceiôn 
mucho mâs pequena de las histonas totales y podîa ser un candidate para 
permitir la transcripciôn en genes activos. Ademâs, se podria esperar 
que las histonas mâs altamente modificadas interaccionasen mucho menos 
fuertemente con DNA, y tal clase de modificaciôn podria por consiguiente 
tener un papel mâs efectivo en cambiar la estructura de la cromatina. 
Desde el descubriraiento de la acetilaciôn de histonas "in vivo" en 1964 
(90), han sido encontradas numerosas correlaciones con la capacidad de 
sintesis de RNA en tipos de células de diferentes especies y files. Asi, 
desde linfocitos de ternera (91) hasta las células del g u ^ n o  de la ha-
rina Planococcus citrii, en el cual los cromosomas materrios genéticamen
“%
te activos, incorporas siete veces mâs acetato râdiactivo que los crô- 
mosomas inactivos del juego paterno (92), En las células del protozoo 
Tetrahymena pyriformis, el macronûcleo y el micronûcleo contienen comple 
roentos de histona équivalentes, pero algunas de las histonas del macronû 
cleo,active en la sintesis del RNA,i aparecen en sus formas acetiladas, 
mientras que en el micronûcleo inactive no lo estân (93).
Aparté de taies correlaciones espaciales, hay numerosos ejenplos 
 ^ de una mayor acetilaciôn de histonas en los estudios tempranos de la ac 
tivaciôn genética; p.ej. en linfocitos estimulados por mltôgenqs como la
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fItohemaglutlnina (94), en hepatocitos durante la regeraclôn del higado 
tras hepatectoraîa parclal (95), y en diferentes células endocrinas blan 
co tras la estimulacién por la hormona apropiada (96) (estrégenos sobre 
ûtero de rata, aldosterona sobre rinôn). En todos los casos, el incremen 
to de la acetilaciôn de histonas precede un incremento en la sintesis 
de RNA.
Si bien de estas evidencias, no se puede concluir que la acetila­
ciôn de histonas sea,por si sola, causa suficiente para la inducciôn de 
la sintesis de RNA. Asi, en el caso de linfocitos estimulados con fito- 
hemaglutinina, si se bloquean con cortisol, se inhibe la sintesis de RNA 
mientras que la acetilaciôn de histonas continûa (97). Tambiên se han ob 
servado casos en los que no se da esta correlaciôn temporal; asi, cuan­
do se estudia comparâtivamente la acetilaciôn de la cromatina nucleolar 
y extranucleolar en células de hepatoma, que difieren notablemente en 
cuanto a capacidad de transcripciôn, no se encuentran diferencias en cuan^ 
to al grado de acetilaciôn (98). Por ello, se ha postulado que los cam­
bios producidos en la estructura de la cromatina a través de la acetila 
ciôn de histonas, séria un preludio para que reacciones mâs especificas 
puedan después iniciar la sintesis de RNA en genes particulares (99).
Inversaroente, hay tambiên correlaciones entre la deacetilaciôn y 
la inactivaciôn genética. P.ej. en las células espermâticas maduras del 
equinodermo Arbacia lixula, que son incapaces de sintetizar RNA, las hi£ 
tonas H3 y H4 estân totalmente en las formas no acetiladas (100, 101); 
en cambio, si estân parclalmente acetiladas en las células espermâticas 
precursoras. En los nûcleos de eritrocitos de aves hay un decreeimlento
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progrèsivo en la proporclôn de moléculas de histonas acetiladas, a med^ 
da que las células maduran y pierden su capacidad para la sintesis de 
RNA (66).
En la inactivaciôn de los nûcleos dé hepatocitos por el carcinôge- 
no aflatoxina Bl, uno de los hechos que suceden primero es una pérdida 
de acetato de las moléculas de histona acetiladas previamente; ello su- 
cede en los 15' siguientes a la inyecciôn del carcinôgeno (102) y es se 
guido por la supresiôn de la sintesis de RNA. En células de cuitivo (fi 
brolastos), se ha observado una disminuciôn en la velocidad de acetila- ' 
ciôn de histonas con el envejecimiento del cultivo (103).
Aunque estos estudios demuestran por lo tanto una fuerte correla­
ciôn entre la acetilaciôn de histonas y una mayor capacidad sintética 
de RNA, ambos hechos son todavia corrélatives. Esta correlaciôn debe 
ser todavia demostrada, mediante "tests" directes del efecto de la ace­
tilaciôn de histonas sobre la estructura de la cromatina.
1^3 esfuerzos dirigidos a este propôsito p r e s e n t a p ^ a  dificultad 
de èncontrar el sistema biolôgico adecuado. Es el constante problems de 
la Bioquimica.
Para empezar, se ha hecho use de la acetilaciôn quimica de la cro­
matina utilizando anhidrido acético (104) o adenilato de acetilo (105). 
Mediante estos tratamiento se logra acetllar las histonas y en funciôn 
de las condiciones del tratamiento, puede lograrse un grado de acetila­
ciôn comparable en extensiôn con el enzimâtico.
Con cromatina acetilada quimicamente con anhidrido acético, Maru- 
shige (106) ha encontrado una estimulacién de la velocidad de elongaciôn
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durante la transcripciôn de la cromatina. Otros investigadores <107) han 
reportado tambiên un incremento en el nûmero de sitios disponibles para 
iniciaciôn. En ambos casos, la habilidad de la cromatina para soportar 
la sintesis de RNA fué ensayada con RNA polimerasa de E. Coll.
Por otro lado, con esta misma cromatina se han detectado unas raayo 
res velocidades de digestiôn por DNAasa I y nucleasa estafilocôcica (86).
Sin embargo, en la acetilaciôn quimica no se logra la alta especi- 
ficidad de sitio que se consigue enzimâticamente (108), y podîa por con 
siguiente cuestionarse si estos estudios tienen alguna relevancia para 
los procesos "in vivo". Por lo tanto, un obstâculo importante para el 
estudio del papel de la acetilaciôn de histonas en la funciôn celular, 
ha sido la imposibilidad de aislar cromatina conteniendo histonas acet^ 
ladas extensivamente y que hayan sido modificadas en los sitios correc­
tes. La observaciôn reciente de Riggs ÿ Col (1977) (87),de que el tra­
tamiento de células HeLa o de eritroleucer '.a de Friend con bajas concen- 
traciones de n-butirato sôdico, conduce a una acetilaciôn extensiva de 
H3 y H 4 , ha permitido una posterior evaluaciôn del papel de la acetila 
ciôn de las histonas ricas en arglnina en la estructura cromatInica. 
N-butirato sôdico tiene diverses efectos sobre varies tipos de células 
Incluyendo, en al menos un caso, la activaciôn de un gen especifico(109) 
El tratamiento con butirato bloques tambiên la sintesis de DNA (110) y 
la divisiôn celular (111). Finalmente, produce una hiperacetilaciôn de 
las histonas H3 y H4,principalmente a través de una inhibiciôn no compe 
titiva (112) de las actividades deacetliantes. Todos estos efectos son 
completamente réversibles, si se élimina el butirato del medio.
OBJETIvos
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Objetivo del trabajo
El objetivo general de nuestro trabajo era el de contribuir al en- 
tendimiento de las interacciones protelna-DNA. Al habernos centrado so­
bre làs interacciones DNA-protelnas nucleares (histonas esencialmente), 
hemos entrado en un campo donde las résultantes de tales interacciones, 
podlan tener profundas implicaciones fisiolôgicas en la célula, influir 
sobre la expresiôn genética.
La cromatina por lo tanto, se ofrece como un material ideal para 
estudiar aspectos estructurales y funcionales. Por ello, nuestro obje­
tivo ha sido doble:
a/ Caracterizaciôn de las condiciones que afectan las interacciones DNA- 
histona "in vitro", en base a una metodologîa fluorométrica.
Esta técnica, basada en la detecciôn .nicrofluorométrica del DNA re 
tenido en filtres de nitrocelulosa a través de las proteinas con las 
que haya interaccionado, présenta las ventajas de su independencia 
frente al marcaje radiactivo de DNA, y de su sencillez.
b/ Estudio de la influencia de la acetilaciôn de histonas sobre los pro 
cesos de transcripciôn "in vitro", en base a un sistema biolôgico de 
condiciones lo mâs fisiolôgicas posibles, como es el de los nûcleos.
El sistema de nûcleos aislados a partir de sus células, ofrece gran 
des ventajas fisiolôgicas. Nos permite utilizer laS actividades enz^ 
mâticas endôgenas de acetilaciôn de histonas y transcripciôn. Por 
otro lado, mantiene la mayorla de las proteinas reguladoras nucleares 
de la célula. Es quizâs, el raejor sistema manejable bioqulmicamente
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para acercarse a coinprender la realldad "In vivo".
En resumen, hemos intentado una sintesis de los aspectos estructu­
rales y funcionales de las interacciones histona-DNA, en base a la in­
fluencia del posible papel regulador en'la expresiôn genética de una mo 
dificaciôn quimica de las histonas, la acetilaciôn. Ello nos ha exigido 
la puesta a punto y desarrollo de una compleja metodologîa en conjunto.
METODOLOGIA
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Lista de tampones 
Tampôn N
Tampôn N
Tris-CIH 10 mM,
sacarosa 0,25 M
Cl^Mg 5 mM
Tris-CIH 10 mM,
Sacarosa 2,2 M
ClgMg 5 mM
Tris-CXH 10 mM, pH 8 
Tampôn R Sacarosa 0,25 M 
DTT 0,5 mM
Tris-CIH
Tampôn d t t ^^^'^^ 
EDTA Na
10 mM, pH 8 
12,5%
0,5 mM 
0,1 mM
Tampôn L
Tris-CIH 
Acetato Mg 
Cl2Ca 
DTE
10 mM, pH 8
2 mM
3 mM 
0,5 mM
Tampôn H
Tris-CIH
Cl2Mg
CIK
10 mM, pH 7,5
1,5 mM 
10 mM
Tampôn Cj
Sacarosa
CO,HNa
CO^HK
Cl K 
DTE
30%
22 mM
13 mM
14 mM 
5 mM
90 mM 
I mM
Acetato Na 50 mM, pH 5,1
^ Cl,Mg 5 mM
Tampôn AM ^,^2^ gS mM
SDS 2%
Tris-CIH 4 0 mM, pH 7,6
Tampôn EF acetato Na 20 mM,
EDTA Na 2 mM
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Preparaclôn de DNA nativo, desnaturallzado y f ragmen t ado.-
El DNA se obtlene de fuentes comerclales (Worthington, Sigma o Boeh 
ringer). Se cuantifica por pesada aproximada y se disuelve en agua des- 
tilada u otro disolvente por agitaciôn continua durante 24 horas.
La cuantificaciôn exacta de estas soluciones se realiza por espec- 
trofotometrîa, considerando que 1 mg/ml de DNA da una absorciôn de 24 
unidades ôpticas a una longitud de onda de 260 nm.
El DNA desnaturallzado se obtiene calentando a ebulliciôn una solu 
ciôn de DNA natlvo durante unos 15 a 20', y enfriando râpidamente en hie 
lo. A continuaciôn se pasa por una columna de HAP y se eluye con un tam 
pôn fosfato potâsico (113).
La fig. 6 muestra la separaciôn que se logra de las fracciones de£ 
naturalizada y la que continûa en doble banda, a pesar del tratamiento 
térmico aplicado.
El DNA fragmentado se obtiene mediante f ragmen taciôn mecânica en 
"VirTis" (114), a dlstintos n* de minutos y velocidades de tratamiento.
El DNA se suspende en un tampôn adecuado, con acetato Na y glicerol. Tras 
la fragmentaciôn, se précipita con 2 vol de etanol a -20*C toda la noche. 
Se pasa luego por una columna de Biogel A 50 p. e j ., siguiêndose el per 
fil de eluciôn mediante absorciôn a 260 nm de las fracciones.
Preparaclôn de proteinas.-
Las proteinas se obtienen de fuentes comerclales (histonas y BSA de 
Sigma). Las proteinas se disuelven en el disolvente adecuado y se cuan­
tif ican mediante la reacclôn de Lowry (115), o por medida espectrofoto- '
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métrica. En este ûltlmo caso se considéra que para las histonas, 1 mg/ml 
da una absorciôn de 3,5 unidades ôpticas a una longitud de onda de 230 
nm.
Histonas natlvas; fraccionamiento.-
El fraccionamiento de las diverses histonas se ha logrado siguien- 
do el procedimiento de extracciôn de Johns (116, 117) a partir de tirao 
de ternera. La fracciôn que contiene la H3 se repurificô por cromatogra 
fîa de afinidad en Sepharosa 4B organomercuriada (118, 119), ya que es­
ta histona es la ûnica con grupos sulfidrilo por los que interaccionarla 
con la résina.
La fig. 7 muestra- los diagramas electroforéticos obtenidos para a^ 
gunas de las histonas. Su Indice de pureza ronda el 95%.
Histonas acetiladas quimicamente: obtenciôn.-
Histonas de fuente cornercial se acet*laron quimicamente con H^-anh^ 
drido acético siguiendo el procedimiento de Simpson (104). Aplicando el 
método de la fluorescamina desarrollado por Castell y C o l . (120), en. el 
que este reactivo reacciona con los grupos amino libres, hemos estimado 
que alrededor de un 35% de los grupos aminos fueron acetilados.
La repurificaciôn de las histonas acetiladas, a fin de eliminar la 
radiactividad contaminante, se realiza haciendo la soluciôn 0,2 N CIH, 
y precipitândola con acetona a -20*0. El precipitado se lava con aceto- 
na tambiên.
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Fig. 7.- Registre griflco de los • èJectroforegramas de histonas de 
tîmo Ht Y H4. ;
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Medio de Interaccion proteîna-DNA.-
Se preparan mezclas de reacciÔn de 1 ml con los siguientes componen
tes :
DNA: 5 vg
Histonas o ptotamlnas: 1 yg-20 yg
BSA: 40 yg
Trls 10 mM,pH 7: 10 mM
CljMg: 1 mM
EDTA Na: 0,1 mM
Se permltîa luego que se dlera la interacclôn, durante tlerapos va­
riables que se indican. La T- de reacclôn eran la amblental o la de 0°C
en hlelo, tal y como se indlca en cada caso.
Medida de actividades proteolttlcas
La actividad proteolltlca se mlde con un método extremadamente sen 
slble, basado en la fluorescamina (120). La mezcla de reacclôn contiene 
por ml: 25 yg de protamlna.
10 m  M de tampôn fosfato potâslco, pH 7.
6,5 yg de DNA o cantldades équivalentes (sobre la base del vo
lûmen)del extracto con las proteinas.
A los tlempos aproplados, allcuotas de 100 y 1 son transferldas a 
vlales de cristal pequenos, dlluldas con 100 yl de tampôn borato 0,05 M, 
pH 8,5 y hechas reacclonar con 100 yl de fluorescamina (Fluka), 0,03% 
en acetona.
Después de dllulr con 2 ml de agua bldestllada, la fluorescencla
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résultante es leida en un espectrofluorôrîietro Perkln-Elmer a 375 nm y 
475 nm para las longitudes onda de excitaciôn y emisiôn, respectivamente.
Determinaciôn de DNA en nûcleos con DABA.-
Aplicando el DABA a un sistema de retenclôn en filtro de células 
enteras ,Cattolico y  Gibbs (124) determinaron el contenido de DNA celular. 
Nosotros hemos aplicado la misma metodologîa para la medida de DNA en 
nuestros nûcleos. Tras ser filtrados a través de un filtro Millipore,
0,45 ym, se làvaban con TCA 5% y etanol: agua (2:1). A continuaciôn se 
siguen los raismos pasos que para la detecciôn del DNA en los complejos 
proteîna-DNA retenidos en filtro.
Sistema de retenciôn en filtro.-
A los tlempos deseados se filtraba por un filtro (121, 122) Milli­
pore 0,45 ym, especialmente acoplado en una unidad mûltiple de filtrado, 
y se seguîa de 2 lavados con el mismo tampôn en que se h ^ î a  realizado 
la interacciôn, mâs otros dos de una mezcla de etanol: agua (2:1). A con 
tinuaciôn se colocaban los filtros sobre los fondos de vialitos pequenos 
y se secaban en estufa a 60®, o bien en desecador con sulfûrico durante 
una noche. De una soluciôn de DABA en agua destilada de 0,2 g/ml, se de 
positan sobre cada filtro 100 yl, cantidad suficiente para cubrirle. Los 
vialitos tapados se incubaban a 60|“C, 30', en un bano de agua termosta- 
tizado.
A ,continuaciôn se dejaban enfriar durante unos minutos, anadiéndose 
luego a cada vial 2 ml de una sol. de CIH IN en agua bidestilada. Este 
volOmen de liquide es el que se traspasa a una cubeta apropiada para su
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lectura espectrofluorométrica.
Preparaclôn del âcido dianiinobenzolco (DABA). -
El DABA se prépara en su forma clorhidrato siguiendo el procedimien 
to Cattolico y Gibbs (124).
Las medidas espectrofluorométricas se realizan en un espectrofluo- 
rômetro Perkin Elmer modelo 204 a unas longitudes de ondas de excitaciôn 
y emisiôn de 385 y 500 nm respectivamente, que son los ôptimos que he­
mos deducido de los espectros de excitaciôn y emisiôn.
Obtenciôn de células (hepatocitos, lîneas celulares).- 
Hepatocitos a partir de hlgado de rata.
■ La metodologîa siguiente se desarrollô gracias a la desinteresada 
aportaciôn teôrica y prâctica de Amelia Nieto. Un hîgado procédante de 
una rata de taraano roedio, se anestesiô con Nembutal (6 mg/100 g). Tras 
sujetarla convenientemente en decûbito supino, se le pela con unas tije 
ras la parte interior del muslo descubriendo la femoral, por la que in- 
yectamos heparina. A continuaciôn se abre la pared del abdomen hasta el 
diafragma, mostrândose la vena porta. Esta y la cava se canulan, acoplân 
dose a un sistema de perfusiôn con la siguiente soluciôn: ClNa: 0,77 M, 
CIK: 30 mM, P0^H2K:8 mM, S0^Mg;8 mM, CO^HNa; 16 mM y glucosa:10 mM. Tras 
unos minutos de perfusiôn se anade colagenasa al tampôn y se perfunde 
15' mâs. Tras estos, se extrae el hîgado de la cavidad abdominal, elim_i 
nândose la câpsula mediante unas pinzas. La resuspensiôn del hîgado ya 
descapsulado en el tampôn de incubaciôn (semejante al de perfusiôn, mâs 
Clj Ca 2,5 mM) se realiza por simple agitaciôn o ayudados de una varilla.
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Se realizan dos lavados de las células con el tampôn de incubaciôn, 
a 50 g X 1'. El precipitado final se resuspende en el tampôn de incuba­
ciôn anterior, anadiéndose ademâs piruvato 0,1 mM y lactato 1 mM. Se co 
locan los matraces en los que estân las células en un bano a 37“C, con 
agitaciôn. Cada 60' se toman muestras para extracciôn con SO^Hg 0,4 N y 
para estudio de viabilidad con azul Tripan 0,4%. Cada 60' tambiên se ga 
sea la suspensiôn con O2 puro durante 2'.
Células HeLa.^
Los cultivos de células HeLa en monocapa han sido proporcionados - 
por el Dr. Tabares y Mari Paz Cardona del Dpto. de Microbiologia de esta 
Facultad. Tras su irftrulaciôn a un medio nuevo para subcultivo se incu­
ba n 48-72 horas, tras las cuales estaban las células ya cas! confluantes 
formando una monocapa.
Obtenciôn de nûcleos y cromatina.- 
a) Obtënciôn de nûcleos en células hepâticas.
Siguiendo en lo esencial a Pomerai y Col (125), hemos elaborado el 
siguiente protocole para la obtenciôn de nûcleos y cromatina a partir 
de hîgado de rata:
hîgado de rata ( 12 g) ^
- homogeneizaciôn en 40 ml 
de tampôn N.
filtraciôn por una doble 
gasa con lana de vidrio
- centrifugaciôn 15' x 1000g. 0°C
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precipitado
- homogeneizaciôn en 15 ml del tampôn N y 0,1% Tritôn X-100
- diluciôn con 4-5 volûmenes del tampôn N*.
- deposiciôn sobre tubos de centrffuga con el mismo medio N * .
- centrifugaciôn 60' x 100.000 g
precipitado nuclear ---- —  resuspensiôn en tampôn R.
- homogeneizaciôn breve en 30 ml del tampôn C^.
- centrifugaciôn 15' x 15.000 g, 4*C.
precipitado cromatina --------- resuspensiôn en el tampôn Cj.
Obtenciôn de nûcleos de c. HeLa.
Siguiendo a Bomblk y Col (126) en base al siguiente esquema;
resuspensiôn de células
J - centrifugaciôn 800 g x 5'
precipitado
- lavado 2 veces con tampôn fosfato salino pH 7,2.
- lisis con homogeneizador
- adicciôn de triton 0,25% (10').
- centrifugaciôn 800 g x 5'
precipitado nucleico
- lavado con el tampôn anterior + sacarosa 0,25 M (2 veces)
- centrifugaciôn 800 g x 5'.
precipitado nucleico parclalmente purlficado
- resuspensiôn en el tampôn con sacarosa 0,25 M.
- deposiciôn sobre el tampôn con sacarosa 0,88 M.
- centrifugaciôn 1.200 g x 10'
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precipitado nucleico purificado.
Este sistema es adecuado para la obtenciôn de unos nûcleos lo mâs 
limpios posibles de material citoplasraâticô, en vlstas a anâlisis de 
proteinas nucleares. La utllizaciôn del detergente Triton x-100 llega a 
eliminar, incluso, la membrana mâs externa del nûcleo. Sin embargo, cuan 
do se trata de cuantificar la capacidad endôgena de transcripciôn no es 
conveniente su uso, pues aquella se ve sensiblemente afectada (127). Pa 
ra este objetivo nos decidimos por la metodologîa desarrollada por Di 
Girolamo (127).
resuspensiôn de células
I centrifugaciôn 800g x 5*
precipitado
lavado una vez con el medio de crecimiento (medio Eagle, mod^ 
ficado por Dulbecco + 10% suero fetal de ternera).
precipitado
y
resuspensiôn en taunpôn hipotônico H ( = 5 x 10 células/ml)
(10* en hielo)
lisis por homogeneizaciôn 
adiciôn de medio 
centrifugaciôn 350g x 10'
precipitado nuclear (resuspensiôn en medio Cg)
Sistema,endôgeno de acetilaciôn de histonas en células enteras y nûcleos 
aislados.-
En células enteras
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En cultives de cêlulas HeLa se procédé a la acetilaciôn de histonas 
medlante la utillzaciôn de butlrato Na en el medio.
En 1978 (128) se ha descrlto que entre otros efectos, este Scido 
graso de cadena corta tiene el de inhlbir las actlvidades deacetllasas 
para las histonas. Es por ello un truco fisiolôgico, que nos perraite ob 
tener un alto grade de acetilaciôn de las histonas en la propia cêlula.
A tal fin, tras 72 horas a 37®C de cultive celular, se anade al mismo 
de una soluciôn estéril de butirato Na para lograr una concentraciôn 
nal de 7 mM 6 mâs alta (128). Se incuban otras 24 horas mâs y se precede 
a la recolecciôn de las cêlulas con ayuda de una varilla de vidrio cu- 
bierta de goma. Cuando se quiere seguir radiactivamente la acetilaciôn, 
antes de recoger el cultivo (p. ej. 1/2 hora antes) se le anade H^-ace 
tâtô, o bien se sedimentan previamente las cêlulas de una parte del cul^ 
tivo resuspendiéndose en un medio nuevo con H^-acetato, e incubândose 
un tiempo mâs.
En nûcleos aislados
Cuando se han utillzado estes (asi con los de hepatocltos); se 
precede a su incubaciôn en el tampôn R de suspensiôn con ^^C-Acetil 
Co-A durante 60' y a la de 37"C (129).
Extracciên de histonas.-
Sobre los ndcleos se precede a la extracciôn de histonas utilizan- 
do SO^Hg 0,4 N. Tras una homogeneizaciôn en este medio se deja en hielo 
una hora, agitando de vez en cuando, tras la cual se realiza una centr^ 
fugaciôn de 5000 rpm x 10', quedando las histonas en el sobrenadante.
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Sobre este sobrenadante anadlmos 4 volûmenes de etanol o TCA para 
que quede al 20%, y lo dejamos una noche en el congelador a -20"C, Se 
realiza una centrifugaciôn de 15.000 rpm x 10', obteniendo un précipita 
do de histonas que lavamos con acetona un par de veces. El ûltimo prec_i 
pitado se deja secar en una campana de desecaciôn en vaclo.
Anâlisis de las histonas enzimâticamente modificadas.-
E1 anâlisis de estas proteînas se realiza en gèles de poliacrilam^ 
da en tubo, segûn Panyim y Chalkely (130).
Se trata de geles largos de 22 cm. de longitud, a fin de favorecer 
una buena separaciôn de las distintas histonas y el discernimiento en­
tres las bandas electroforëticas que corresponden a las formas raultiace 
tiladas para cada histona.
Son geles de poliacrilamida 15% en acêtico-2,5 M urea, preelectro- 
foretizados varias horas para eliminar iones. La muestra de histonas se 
disuelve en un disolvente con acético, urea, MET y glice^ol. La electro , 
forj^sis se realiza a 1-2 mamp/tubo hasta que el citocromo C migre en tu 
bo aparté 3/4 del gel, pues estâ descrito que su migraciôn es semejante 
a la de la histona H2a. Se extrae el gel y se tine con "amido black"duran 
te al menos 5 horas. La destinciôn se realiza en acético 7,6% y etanol 
40%. *
La densitometrla del gel se realiza a 610 nm de longitud de onda.
Sisterfta endogeno de transcrlpcién con cêlulas enteras.-
Cuando nos ha interesado estudiar la transcripciôn en cêlulas ente
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ras corao en el caso de las cêlulas HeLa, hemos procedldo a la adicclên
* 3al medio que banaba la monocapa de estas cêlulas de H -uridlna,volvlen-
do a incubar a 37°C durante los tiempos que nos interesaban.
Slstema endôqeno de transcrlpciôn en nûcleos aislados.-
La transcrlpciôn en nûcleos aislados se sigue por la incorporaciôn 
radiactiva de H^-UTP en material âcido precipitable (TCA 5-20%), y por 
consiguiente retenible en filtro de fibra de vidrio GPC. Los nûcleos se 
resuspenden en la concentraciôn deseada (normalmente 0,25-1 unidad de 
A260 por 200 yl de vol. final de reacciôn) en la soluciôn de transcrip- 
ciôn.
En esta las concentraciones finales para nûcleos de hlgado de rata 
son (125); Tris-CIH pH 8, 25 mM; SO^(NH^)g 0,25 M; ATP, CTP y GTP, 0,25 
mM, UTP; 0,05 mM; DTE; 0,5 mM; Cl^Mn; 2 ml/i; macaloide, adsorbente de nu 
cleasas (131); 0,2%; H^-UTP; 10 yl/200 \il vol. reacciôn, de H^-UTP Sigma, 
82 X 10~^ mM, y una actividad especifica de 12,2 Ci/nmol.
Cuando se han utillzado nûcleos de cêlulas HeLa, las incubaciones 
se han hecho en el medio C^ ya descrlto. Las concentraciones de los nu- 
cleôtidos son de 0,1 mM, excepto para R^-UTP que es de 0,001 mM (127).
Se realizan las încubaciones a los tiempos deseados, a 37“C 6 26®C, pa- 
rando la reacciôn por la adicciôn de TCA. Durante todo el proceso de trans 
cripciôn y extracciôn de RNAs, puede utilizarse dietilpirocarbonato al 
0,01% como inhibidor de nucleasas.
Extraccton de âcidos nucleicos: De rRNAs a partir de ribosomas.-
Con fines analîticos de determinaclôn de tamanos moleculares de
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RNAs transcrites, utilizamos como marcadores los rRNAs 28 y 18 S, y el 
4S tRNA, este ûltimo comercial (Boehringer, de levadura). Ague1los se 
extrajeron a partir de ribosomas de hlgado de rata, segûn el siguiente 
protocole (132):
Homogeneizaciôn de un hlgado de rata de tamano medio, en 
el tampôn N
■r
interfase
resuspen 
siôn en^ 
tampôn AM -
Adiciôn de 
fenol
Agitaciôn 
fuerte '
100000 rpm 
X 10'
I 5000 rpm x 10' (Sorvall OTD^) 
sobrenadante
15000 rpm x 45' 
sobrenadante
j 48000 rpm x 90' (Sorvall ultracentrifuga) 
precipitado ribosomal
- resuspensiôn en tampôn AM, pH 5,1
- adicciôn de fenol
- agitaciôn fuerte 30' x T- ambiante
- 10000 rpm x 10' - ^
adiciôn
fenol 
fase acuosa
10000 rpm x 10'
-* fase acuosa
I
precipitaciôn 
con 2 vol. et 
nol toda la n 
che a -20”C.
fase acuosa
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De RNAs transcrltos a partir de cêlulas o nûcleos.- 
Segûn Wilkinson y Col. (133):
Precipitado nuclear o celular
- acetato Na 10 mM, pH 5,1 
Cl Na 0,15 M
- SDS al 0,3% final 
-homogeneizaciôn
- fenol/cresol/hidroxiquinollna
- 8' X 60®C y 15* de agitaciôn
- 10 K X  5 ’
fase acuosa mâs interfase
- fenol/cresol/hidroxiquinolina
- 2* X  60°C y 5* de agitaciôn
- 10 K X  5*
(5 ml)
(5 ml)
(5 ml)
fase acuosa
- 2 vol.
Ietanol 95%
Iacetato Na 2%
- precipitaciôn toda la noche a -20®C
- 15 K X  15*
precipitado RNAs
Ietanol 75% 
acetato Na 1%
X 2 veces
- 2-3 lavados con j
- 15 K X 15’
precipitado RNAs
Cuando se han utillzado los nucleotidos SH-y-ATP 6 SH-y-GTP, en la 
transcrlpciôn, a fin de poder medir iniciaciôn, se ha recurrido a un pro
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cedimiento especial de extracciôn (134), dada la estabilidad de los gru 
pos -SH;
Medio de transcrlpciôn
T
dilucciôn de 10 veces para lograr unas concentraciones finales
de acetato sôdico 0,1 M pH.5
EDTA 10 mM
SDS 0,1%
I
extracciôn de RNAs con un volûmen de fenol saturado en agua: cio
roformo (1:1), en hielo, 15*-20*. Agitaciôn intermitente en "Vor
tex" durante unos sgs.
centrifugaciôn de 10 K x 5'
fase acuosa
- se hace Tris-CIH 0,1 M, pH 7,9
- precipitaciôn etanôlica usual
RNAs
Trfdo el material de vidrio se esteriliza, asl c o m b l a s  soluciones, 
en estufa o autoclave.
Aislamiento y cuantificaciôn de los RNAs iniciados.-
ütilizando la cromatografla de afinidad, es posible medlante colum 
nas de agarosa-Hg retener los RNAs que hayan iniciado durante la trans- 
cripciôn, siempre que en el medio de incubaciôn figuren HS-y- ATP ô HS- 
y-OTP (134).
La columna de agarosa-Ug se prépara como ya se ha descrito para la 
purificaciôn de la histona . 1
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Previamente al pase de los RNAs transcrltos aislados por la colum­
na de afinidad, conviene una previa eliminaciôn de cualquler sal y nucleo 
tidos contaminantes, medlante un pase prev^o por una columna de Sephade>: 
G-lO.p.ej.
La eluciôn en la columna de agarosa-Hg de los RNAs unidos, y por 
consiguiente iniciados en su transcrlpciôn, se logra anadiendo 10 mM DTT 
o DTE al tampôn de eluciôn.
La eluciôn de las columnas puede seguirse por cuentas, tomando una
alîcuota de cada fracciôn directamente sobre un filtro y posterior re- 
cuento, con lîquido de centelleo, de radiactividad.
Las columnas son récupérables medlante lavados con los tarapones ade 
cuados.
Anâlisis de los RNAs transcrltos.-
Siguiendo a Peacock (135) se preparan con tubos de electroforésis 
de cuarzo, geles de poliacrilamida (2,4%)-agarosa (0,6%), a partir de la 
siguiente mezcla:
Acrllamida 19 g/100 ml
Acrilamida 20% Metilbisacrilamida 1 g/100 ml
Agarosa.    ......  120 mg en 12,6 ml H2O, 20*a ebulliclôn, luego en
un bano a 40-45®C.
Tampôn EF (x 10)   ........ ..................................... 2 ml
Gliccrol, 100% ................................................... 2 ml
TEMED  .............       0,02 ml
Persulfato fresco . (1%)................................ 1 ml (0,05%
final)
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Antes de anadir el persulfato se desgasea la mezcla tin una bomba de 
vacîo durante 1'. Se anade el persulfato y rSpidamente se procédé al lie 
nado de los tubos, ya convenientemente limpios, y colocados en poslclôn 
vertical. Se tienen en el frigorlfico durante 90'-120', en los que se 
da la polimerizaciôn. A continuaciôn ya se pueden utilizer.
A veces es necesario insertar en el interior de la parte inferior 
una arandelita de goma a fin de evitar que el gel se saïga, lo que tien 
de a ocurrir mientras mâs baja es la concentraciôn de acrilamida. Se pro 
cede con ellos a una pyeelectroforësis durante varias horas en el tam­
pôn EF + 0 , 3 0 %  SDS, y a 6 mamp/tubo. Para el anâlisis de RNAs se procédé 
a resuspender la muestra en el mismo tampôn de EF, anadiendo ademâs una 
gota de glicerol a fin de dar densidad a la muestra. Con una micropipe- 
ta se coloca sobre la parte superior del gel, sin importât que el tubo 
esté ya colocado en la cubeta de electroforésis y cubierto con el tam­
pôn de EF. Se puede o no anadir un colorante como azul de bromofenol, a 
fin de sqguir la deposiciôn de la muestra y la electroforésis posterior 
ment^. Se procédé entonces a esta,realizândose a 6 mamp/tubo y durante 
los tiempos que mâs interesen, Tengase en cuenta que,usualmente, a la 
muestra de RNAs transcrites se anaden los rRNAs y tRNAs marcadores y 
que la marcha de la electrofôrésis se puede seguir por densitometrias, 
en un fespectrofotômetro a A260 de los tubos de cuarzo. Realizada esta 
operaciôn, puede continuarse la electroforésis con los mismos geles. 
Utilizando esta misma técnica de densitometria, podemos realizar un anâ 
lisis dp los RNAs introducidos en la muestra por simple absorciôn a 260 
nm (en este caso, pues, no deberemos poner tambiôn los RNAs marceidores 
exôgenos). I
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Para el estudio de los transcrltos que hayan incorporado radiacti­
vidad, bien a partir del nucleôsido (en el caso de cêlulas enteras) o del 
nucleôtido (en el caso de nûcleos aislados), se procédé a un fracciona- 
miento del gel en rodajas de 1-2 mm. y el posterior recuento de la rad^ 
actividad que contienen. A tal efecto, el gel se fracciona medlante un 
aparato "ad hoc" manual de cuchillas mûltiples, mâs râpido que los pro- 
totipos comerciales, en el que una serie de cuchillas de afeitar se or- 
denan paralelamente, y separadas entre cada 2 una distancia de cerca de 
2 mm, sobre 2 soportes metâlicos, como si fuera una escalera. Este apa­
rato se apiica directamente sobre el gel previamente congelado con nieve 
carbônica, y por presiôn se produce el fraccionamiento de toda la long^ 
tud del mismo.
Estas rodajitas se colocan ordenadamente sobre vialitos, en los que 
hay 3 ml de un liquide de centelleo para geles, hecho a base de;
50 partes de liquide de centelleo normal (para filtres)
5 partes NCS (solubilizador de tejidos)
1 parte de amoniaco
Se taponan los vialitos y se incuban toda la noche a 37®C. A con­
tinuaciôn se procédé al contaje radiactivo en el contador de centelleo.
\RESULTADOS Y DISCUSION
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I. ASPECTOS ESTRUCTURALES.-
I.A. Fundatnentos de la metodologla.-
Los métodos para el estudio de las interacciones entre Scidos nucle^ 
cos y proteînas, son importantes para el entendimiento de la estructura 
de la cromatina y la base fisioqulmica del control de la expresiôn gêné 
tica.
Un gran nûmero de métodos son hoy utilizados para estudiar estas - 
Interacciones (136, 137). Con el fin de increraentar la sensibilidad, la 
mayorla de ellos utilizan moléculas marcadas. Este abordage a pesar de 
ser el mâs ûtil, no estâ exento de problemas.
No siempre es posible obtener âcidos nucleicos o proteînas de fuen 
tes definidas, con actividades especificas suficientemente altas. El mar 
caje "in vivo" es algunas veces dificil o incluse imposible, o da sola- 
mente preparaciones de actividades especificas bajas. El marcaje "in vi^ 
tro" es siempre posible, pero impiica normalmente la modificaciôn qulm^ 
ca de los nucleétidos o aminoâcidos, y la repercusiôn de esta modifica­
ciôn sobre la conducta de la molêcula podla ser critica algunas veces; 
mâs afin, en muehos casos el mécanisme precise y los detalles completes 
de las reacciones implicadas, no estân bien caracterizados. Incluse en 
el caso de los recientes métodos enzlmâticos para el marcaje "in vitro" 
del DNA (138, 139), no estâ claro si se dâ un marcaje estadistico com­
plete de todas las moléculas présentes.
Encarados con todos estos problemas, hemos encontrado valioso para 
nuestro trabajo desarrollar métodos alternatives. Ellos deberlan ser 
también sensibles, pero no basados en los principles como los arriba ex
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puestos ni sujetos a los mismos incovenientes. Los métodos basados on 
fluorescenoia, parecian ofrecer tal posibilidad.
I.A.l. El USD de DAMA como un reactivo del DNA.-
Por todo lo dicho hemos aplicado el âcido diaminobenzoico (DAiiA) 
(123, 124, 140) al estudio de la interacciôn de las histonas y proi.m i ­
nas con DNA, usando filtres de celulosa para recoger los complejos DNA- 
proteînas (121). Este método puede ser usado en el range del microgramo. 
Se basa en el hecho de que las desoxirribosas del DNA en medio â: Jo 
concentrado, dan aldëhidos del tipo R-CH^-COH, con las que reaccionarla 
el DALA dando un . roducto fluorescente
El siguiente esquema intenta dar una idea sobre la marcha de esta 
reacciôn:
DNA ( d e s o x i r i b o s a s )  :
COOH
H o N
0 —  0H2C
0 Base 0
«M lA
d )
caletitam
— > k y
lento
H
C -  OH 
,1
CO OH
«% OH H
/«
DABA
CHoOH
H0H2C OH
I /
MHz Ç/  H C = 0I n n i
“\ )  c/'
OH H
2 - e t i l e n g l i c o l - 5 - c a r b o x y  
7 - a m i g o q u i n c l i n a
( d erivado f l uoré ren t e  de la qui n a l d i n a )
D e s o x i r i b o s a
(De " F l u o r e s c e n c e " .G u i l b a u I t .E d i t o r i a l  M a r c e l  Do;i',i971)
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I.A.2. Espectros fluororoétrlcos con DABA.-
La fig. 8 muestra los espectros de excitaciôn y emisiôn para el pro 
ducto résultante de la reacciôn DNA-DABA en medio Scido,tanto sin filtro, 
como cuando el DNA se ha depositado previamente sobre un filtro de ni- 
trocelulosa, sobre el que se realiza también la reacciôn. Obsêrvese que 
los ôptimos estSn en la zona de 390 y 500 nm para la excitaciôn y emisiôn 
respectivamente.
I.A.3. Retenciôn en filtres de nicrocelulosa de complejos DNA-protetnas: 
curvas standard. Efecto del pretratamiento de los filtros.-
El ensayo microfluorométrico del DNA con el reactivo DABA que esta 
mos describiendo, es una modificaciôn del método désarroilado por Cattô 
lico y Gibbs (124), para la medida de DNA total celular. Las etapas a 
realizar aplicando esta metodologîa son, por lo tanto, las siguientes:
1/ reacciôn de interacciôn.
2/ retenciôn del complejo DNA-proteIna en filtros y lavado.
3/ detecciôn de DNA: reacciôn con DAI% y lectura fluorométrica.
La emisiôn de fluorescencia es una funciôn linear de la cantidad 
de DNA y ambos, DNA libre y DNA présente en los complejos nucleoprotei- 
cos, producen esencialmente curvas de calibraciôn idénticas. La fig. 9 
ilustra la excelente respuesta del método,tanbO en la retenciôn del com 
piejo DNA-proteîna como en la detecciôn de DNA. La retenciôn inespeclf^ 
ca de DNA libre en las membranas de celulosa es muy pequena (Tabla III).
Todas las marcas de filtros ensayadas (ésteres de celulosa Millipo 
re, 0,45 de tamano de poro; nitrocelulosa de Sartorius, 0,15 Um; y
Fig, B -  Espectros fluoromêtricos de emtsî6 n y excitaciôn de ios pro 
ductos résultantes de la reacciôn DNA-DABA. La metodologîa 
se describe en el texto, en la secciôn correspondiente.
Espectro de excitaciôn 
(emisiôn a 492 nm)
DABA
Pi 1 tro + DA15A
DMA + DABA (en filtro)
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Espectro de emisiôn 
(excitaciôn a 395 nm)
350550 500 400 3ü('
Longitud de onda
73
DNA ( PO )
Fig. 9.“ Curvas patron de DNA y complejos Prôtamlna-ONA. La curva DNA 
libre (•) se obtuvo pIpeteanHo allcuotas de una soluciôn de 
DNA , dIrectament** sobre vlales de cristal contenlendo f 11 —
t
tros. La curva para lbs complejos nucleoprotefcos se obtuvo 
usando dlferentes alfçuotas de una soluciôn nueleoprote ica - 
(6 , 8  g de DNA y 15 g de protamina /ml). Tras f11 trac Ion por 
filtros Mllllpore (A), se hizo la reacciôn con DABA como se 
describe en Métodos.
• 'A
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celulosa pretratada de Gelman, Metricel, 0,20 um) produclan blancos com 
parables, pero los filtros Millipore (HAWP) eran los mâs convenientes 
para uso rutinario, porque producen las velocidades mâs altas de..filtra^ 
ci6n.
El recomendado pretratamiento de los filtros con KOH (121), fuê en 
contrado destructive para algunos grupos de membranas Millipore, y por 
consiguiente, se investigô el requirimiento de tal pretratamiento. En 
la tabla III se muestra que los filtros Millipore no tratados daban blan 
cos de fluorescencia y retenciôn inespecîfica de DNA tan bajo como los 
tratados, al mismo tiempo que la consistencia y manejo de los filtros 
era substancialmente mejor.
TABLA III
Efecto del pretratamiento con KOH sobre la resistencia y retenciôn de
DNA en membranas de celulosa.
Tampôn*
Lectura fluorométrica
DNA^ Histona-DNA mane]o
Membrana Sartorius 
45' en KOH 0,5 M
Membrana Millipore 
4 5 ’ en KOH 0,5 M 
15* en KOH 0,5 M
No tratamiento con 
KÔH
0,50
0,57
0,43
0,45
0,4/
0,53
0,40
0,46
4,4
4.6
4.6
4,8
bueno
malo
malo
bueno
a/ los filtros eran lavados con el tampôn de interacciôn y etanol al 
66%.
b/ se depositaban 5 yg de DNA sobre los filtros, y se lavaban de la mis 
ma manera.
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c/ Se filtraban unas mezclas de 5 yg de DNA y 15 yg de histona, y se la 
vaban de la misma manera.
I .B . Influencla de factores ambientales en la interacciôn histona-DNA.-
Como paso previo, nos propusimos la caracterizaciôn de nuestro sis^ 
tema de interacciôn pro telna-DNA. Es decir, guisimos ver que factores 
ajenos a la propia naturaleza de los ligandos, podrîan afectar su inter 
acciôn. Con tal objetivo, se estudiô la interacciôn de Histonas y prota^ 
minas con un DNA de timo de ternera altamente polimerizado (casa Worthing, 
ton) .
Hemos podido comprobar como en nuestras condiciones de ensayo, la 
forma de las curvas de retenciôn es dependiente del tiempo y temperatu­
re de incubaciôn, asl como de la fuerza iônica del medio en el que la 
reacciôn toma lugar.
I.B.l. Influencla del tiempo.
fig. 10 muestra el tipo de curvas que se obtiene para la inter 
acciôn hiStonas-CT DNA durante tiempos variables, a ainbiente. Obsér- 
vese como a medida que transcurre el tiempo, la curva se va haciendo pro 
gresivamente mâs sigmoidal. A tiempos cortos, 5', la curva es siempre 
hiperbôlica.
t
I.B.2. Influencla de la temperature.
Cuando las mismas reacciones tienen lugar durante los mismos tiem-
i
pos, pero a 0"C (hielo fundente), se da un enlentecimlento de la trans- 
formaciôn del tipo de curva hiporbôlico al sigmoidal (fig. 11). Obsôrve
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5 min
60  min
20 h.
Histona /  D N A  (ug/pg)
Fig. 10.- Efecto de la Incubaciôn a tcmpfr'atufa ambiante sobre las 
curvas de retenciôn de DNA'Las mètclas de reacciôn corn 
pletas, se dejaron a temperatura ambiante (22-23® C) por 
los tiempos îndicados, antes de ser flltradas.
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Fig. 11.- Efecto de la Incubaciôn a 0- C sobre la curva de reten 
cion de DMA (vease fig, 10),
td
•H
•O
g
O
M
O
u
o
3
1-4
M
0)
rt
*3
•H
ë
1 2 21
Tiempo (log horas)
Fig.- resumen de los efectos tîetnpo-temperatura sobre la retenciôn 
del DNA. La interacciôn hlstonas-DNA transcurriô durante Ibs tlem 
pos Indicados, a 0 *C (▲) o t^amblente (•), para una relaclôn - 
hlstonas/DNA de 0,8 (ug/pg).
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se como la curva de 60* de interacciôn, antes ya sigmoide, es claramen- 
te hiperbôlica, exactamente igual que la de 5'& Por otro lado, para 2 0 
horas, claramente la curva es ahora sigmoide, si bien no llega al mismo 
nivel de saturaciôn que las precedentes.
I.B.3. Influencla del PMSF en el medio de reacciôn.
El hecho de que el tipo de curva résultante de la interacciôn hi£ 
tona-DNA fuera dependiente del tiempo y temperatura de la reacciôn,nos 
sugiriô la posible impiicaciôn de actividades proteolîticas como causa 
de tal dependencia. Con el objeto de corroborer tal hecho, procedimos a 
anadir al medio de interacciôn un conocido Inhibidor de proteasas, el 
PMSF.
El fluoro fenil metîl suifohllÔ,PMSF,es un Irthibidor de proteasas 
con serina en la estructura priraaria de su centro activo, ya que se f^ 
ja a este aminoâcido.
y/ ,
Là fig. 12 muestra como la curva sigmoide obtenida a 2 horas de in
'%.
cubaciôn, es revertida a una forma hiperbôlica en presencia de este lnh_i 
bidor de proteasas a 1-2,5 mM. Sin embargo, su efecto no parece pro Ion-; 
garse mâs allâ de unas cuantas horas mâs, posiblemente con motivo de de 
gradarge.
I.B.4. Influencla de la fuerza iônica.
Despuôs de dos horas de incubaciôn a T- ambiente, se encuentra que 
0,15 M ClNa es la concentraciôn de sal minima,roquerida para lograr cur 
vas hiperbôlicas reproducibles para la retenciôn de DNA.
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Fig. 1 2 Efecto del Inhibidor de proteasas serfnicas PMSF sobre la 
curva de Interacciôn, a distfntos tiempos de Incubaciôn - 
( # :  2 horas;A : 6 horas;#: 2 0 horas) y concentraciones 
(O; 1 mM PMSF ; figuras Menas: 2,5 mM PMSF). La t®de In­
cubac Ion fuê la amblental.
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Concentraciones mâs bajas de ClNa dan curvas de forma progrèsivamen 
te menos sigmoidal, a medida que la concentraciôn va aumentando, (fig.13)
Cuando se estudia el efecto de concentraciones de ClNa superiores 
(fig. 14), se observa un descenso en la capacidad de retenciôn de DNA a 
partir de 0,4 M ClNa. Es interesante hacer resaltar, que esta es la con 
centraciôn salina a partir de la cual empieza a separarse la H1 del DNA 
en la cromatina.
Este efecto de la sal tiene lugar directamente sobre la propia in­
teracciôn, y no sobre la capacidad de retenciôn del filtro (141). Cuando 
se estudiaron la influencia del tiempo y temperatura de reacciôn y p r e ­
sencia de PMSF en la interacciôn de protaminas-DNA, se llegô a las m i s ­
ma s conclusiones (fig. 15).
I.e. Proteasas.-
I.e.1. Su presencia en DNA; cuantif icaciôn por fluoré s ^ m i n a .
y^os efectos de PMSF, temperatura y duraciôn de la incubaciôn sobre 
las formas de las curvas de retenciôn, sugerlan la impiicaciôn de una 
proteasa. Aunque las marcas comerciales de DNA eucariôtico aparecen li­
bres de proteasas cuando se ensayaban por métodos usados normalmente 
(142, f43), la actividad proteolltica podla ser detectada fâcilmente en 
el DNA (fig. 16, circules llerios )'con el método microfluorométrico, par 
ticularmente en el caso de preparaciones de DNA de alto peso molecular 
(144).,Estudios de este laboratorio han mostrado que el DNA de la casa 
Worthington présenta, al menos, clnco veces mâs actividad proteolltica 
total que DNA s de otras casas comerciales, si bien los valores son variai
Im M  PÎMSF
N o  g
0.025
0.05
0.1
0.15iu
0.05 0.1
No Cl (M )
0.15
HIatona /  DNA (ug/gg)
Ftg, 13.“ Influencia de !a concentraciôn de Cl Ma sobre la curva - 
de tnteracclén;tf'as .Incubaciôn por 2 h » t^ambîcnte. La 
fig. interior représenta el efecto de la concentraciôn - 
de Cl Ha sobre la interacciôn hlstonas/DNA, a una rela** 
clôn de 1 : 1 en peso (wg/pç).
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0.9 10,6 0,7 0,80,4 0,50,30,20,05 0,1
Cl Na (M)
Fîg. 1*1.- Efecto del Cl Na a altas concentraclOrtes sobre la ca 
pacfdad dc retencfon del DMA, para los c o c fentes hl^ 
tona/DNA de 0,3 ( © )  y 3 ( ■ )  en peso (ug/yg), a 
amblente.
Fig. 15.- Estudio de los efectos del tlempo y de la , del Cl Na a 0,15 M 
Y  del FMSF, sobre la curva de tnteracolôn?de 1#s protamfnas con 
DMA. ( la. t®de reacclon era la ambfen^l, salvo para A: 0^ C;0: 
no Cl Na; e: Cl Na 0,15 M;a : RMSF 2,5 mM) .
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Fig. 16.- Detecclôn fluoromëtrIca con fluorescamina de actividades pro 
teoITtIcas en et DNA, y su elImlnaclon por lavado con una —  
coneentraclôn al ta de sal. La actividad proteolft Ica fué de- 
termlnada (ver Métodos) en la preparac I6 n de .DNA native (•) 
y en el DNA lavado con sal (O), a conçentraclén final - 
de 6 , 6  ûg de DMA/ ml. La actividad proteolftlca fué tamblen 
determinada en el evtracto sailno dlallzàdo (A).
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bles. Los DNAs de microorganismos aparecen exentos de las mlsmas (144).
I.e.2. Su elimlnaclôn lavande el DNA con ClNa 2,5 z M .
:
Si el DNA se trata con ClNa 2,5 M por agitaclôn toda la noche se 
obtiene un extracto salino, tras la preclpitaciôn etanôlica del DNA en 
frlo, rlco en actividad proteolftlea (fig. 16). En estas condlclones, 
la actividad residual del DNA es muy escasa* No se récupéra en el extrac 
to sailno la actividad proteolItIca total, seguramente como consecuencia 
de una Inactlvaclôn por ClNa, si bien, naturalmente, se dlallzo poste- 
rlormente.
I.e.3. Aflnldad por DNA.
Es poslble lograr la reconstituelôn del complejo DNA-proteasa, en 
base a la aflnldad entre ambos. A tal efecto, se mezcla el extracto sa- 
lino y el DNA lavado, agltândose 15'-30'. A contlnuaclôn se pasa por una 
columna Biogel A 50, eluyêndose con un tampôn fosfato. La flg. 17 mues- 
tra la êlucldn obtenlda segulda por las A230, y,A260. Obsérvese el plco 
que corresponde al complejo reconstltuldo DNA-protea'sa. Las actividades 
proteolItIcas de estas fracclones sobre protamlnàs, colnclden con los 
mâxlmos de absorclôn espectrofotométrlcas. Es Igualmente poslble, recu- 
perar entonces las actividades proteâslcas en el complejo. La Tabla IV 
muestra los resultados de la apllcaclôn de la fluorescamina a la detec- 
cl6n proteolltlca en DNA total, lavado y reconstltuldo.(este ûltlmo, pro 
cedente de la preclpitaciôn etanôllca en frlo de una mezcla agltada de 
DNA ya extraIdo, con el extracto sailno).
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Fig. 17.- Reconst ItucIon y alslamlento del complejo DNA-proteasas por cro 
matograffa en columna. Una mezcla de DNA lavado con a I ta sal y 
extracto sailno, se paso por una columna Blogel A 50 tras aglta^ 
cion de la mezcla. Observese la colncldencia de los mSxImos co­
rrespond lentes a las absorclones 6 ptlcas a 260 (•) y 230 (o)
, nm, asf como con el correspond lente a la actividad proteolft lea
del complejo (O), medIdo por el metodo de la fluorescamina.
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TABLA IV 
Unldades fluorométricas netas
 15 min.______________ 195 min.
CT DNA Worthington 0,05 0,94
DNA extraldo 0,03 0,4
DNA extraldo + Extracto
sailno 0,09 1,27
I.e.4. Cinêtlca hiperbôlica con DNA sin proteasas.-
E1 DNA résultante de la extracciôn salina carece, pues, de activi­
dad proteolltica. La curva de interacciôn entre este DNA e hlstonas es 
hiperbôlica, incluso despuês de 2 horas de incubaciôn a temperatura am 
blente y en ausencia de sal (fig. 18 A ) . Compârese con la curva obten^ 
da para el mismo DNA sin tratar y tlempo de Interacciôn (fig. 13). La 
flg. 18 B muestra como cuando el DNA utlllzjdo para la Interacciôn care 
ce de actividades proteollticas (p.ej. el DNA de E. Coli), se obtiene 
el mismo tlpo de curvas que con el CT DNA de Worthington extraldo.
I.D. Condlcloncs para la interacciôn histonas-DNA ôptlma.-
Por lo tanto, hemos mostrado como en ciertas preparaciones comercla 
les de DNA eucarlôtico de alto peso molecular hay actividades proteâsi- 
cas contaminantes, indétectables por métodos convenclonales. Estas afec 
tan slgnlficativaraente la forma de la curva de Interacciôn. Es convenlcn 
te por lo tanto enfasizar sobre la necesidad de contrôles aproplàdos, an
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Flg. 18,“ Curvas de retencton de complejos de hlstonas con ONA sin 
proteasas.
A.- ONA de Ttmo*(Worthington) lavado con 2M Cl Na.
B.- DNA de E. Coll.
La reacclon de Interaccl6n se efectuo a t^amblente, por los 
tlempos Indlcados. i
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tes de Intenter cualquler Interpretaciôn funcional basada en la forma 
de las curvas .de interacciôn. En particular, es muy ûtil el ensayo di­
recte de actividades proteollticas en el DNA, De otra manera, habrS que
limitarse a tiempos cortos de interacciôn (5'), a anadir Inhibidores de
i
proteasas como PMSF al medio de interacciôn, o a realizar una previa ex 
tracciôn de las actividades proteollticas del DNA, p.ej. mediante un la 
vado 2,5 M ClNa.
Considerando lo expbesto, estâmes ya en condiciones de estudiar la 
Influencia de los ligandos DNA y proteinas, sobre su interacciôn reclpro 
ca, en condiciones en que no cabe esperar artefactes debidos a proteasas 
contaminantes. >
II. INFLUENCIA DE LOS LIGANDOS
II.A. DNA.-
Cuando se realizan estes expérimentes de interacciôn utllizando d ^  
versos DNAs, bay que preguntarse por la posible influencia de variacio- 
nes en la interacciôn dependiendo de su tamano, composiciôn en bases o 
estructura primaria y'estructura secundaria. , «
.. • • - . ' - • ■  ^ \
II.A. 1. Estructura primaria.
Se ha estudiado la Influencia de la composiciôn total en bases del 
DNA en la interacciôn con hlstonas.
Cuando se utilizan les polidesoxinucleôtidos polid(G-C) y poli 
d{A-T) en cadena doble, puede verse (fig. 19 A) que no bay apenas dife- 
rencias en el tipo de curva con hlstonas totales.
I
Es senalable la slgmoicidad de ambas curvas, aunque el nlvel de
Fîg. 1 9 .- Curvas de tnteraccîôn de poUdesoxî (R-C) y polîdesoxî (A-T) 
en cadena doble con hlstonas.
A.- Interacciôn entre polldesoxl (G-C) (O) y polldesoxl (A-T) - 
(#) con hlstonas totales.
B.- Interacciôn entre polldesoxl (G-C) (trlangulos) y polldesoxl 
(A-T) (circules) con H*», en ausencia (#, A ) o presencla (O , 
A) de Cl Na 0,15 M.
Las Incubaclones fueron reallzadas a tfamhlente durante 15 minu­
tes.
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saturaclôn parece ser mayor en el caso del poli d(G-C).
Cuando se realiza el mismo experimento, pero utilizando solo la 114, 
no se detectan diferencias con respecte a la composiciôn de bases, tan­
to en presencla como en ausencia de ClNa 0,15 M (fig. 19 B) . Obsérvese 
como se llega a la saturaclôn a relaciones H4/DNA mâs bajas que con his 
tonas totales, lo cual podrîa ser indicativo de una alta aflnldad de la 
H4 con este tipo de homopolîmeros.
Por otro parte, destacamos las diferencias de las curvas de Inter­
acciôn obtenidas con/sin ClNa 0,15 M, cuyo significado se discutirâ roâs 
adelante.
Los resultados que muestra la figura 19 B estân, en cambio, en con- 
tradicciôn con los de Clark y Felsenfeld (145), quienes afirmaban que 
los sitios de uniôn natural de las hlstonas ricas en arginina son las 
secuencias ricas en G-C.
II.A.2. Tamano del DNA.
Cuando una soluciôn de DNA se fragmenta mecânicamente, tal y como 
se describe en la Metodologla, y se pasa por una columna de Biogel, p. 
e j . A50, se obtienen una serie de fracclones con una graduaciôn en los 
tamanos del DNA.
A fin de estudiar la influencia del tamano del DNA en la Interac­
ciôn con proteinas, se toman las correspondientes allcuotas de cada frac 
ciôn para hacerlas reaccionar con protaminas, y se estudia su capacidad 
de retenciôn en filtro mediante la metodologla del DABA. La fig. 20 mues 
tra que no hay diferencias apreciables, o no somos capaces de detectar-
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Flg. 20,- Estudio de la Influencia del tamaOo del 0#|A sobre la Interacciôn 
hlstonas-DNA.
Pase por una columna de Blogel A 50 de una soluclon de CT DNA tras 
ser fragmentada en un VirTIs a velocidad media (ver Métodos). Las 
fracclones eluldas, contenlendo fragmentes de DNA de d 1st Into PM,- 
se siguleron por absorclân éptica a 260 nm (•). Fueros hechas In- 
teracclonar en las mlsmas condiciones con protaminas (a una rela-- 
clon de protaminas: ONA de 2:1, yg/gg) (•), a t^amblente y en au- 
sencta de Cl Na. '
La flg. Interior muestra una curva de Interacciôn normal hlstonas- 
' DNA para dos clases de tamaOos de DMA fragmentado, separados por - 
una columna de Pîogel A5. La reacclôn tuvo lugar a t^ambiante du—  
rante 5 mln, en ausencia de Cl Na,
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las, en su capacidad total de interacciôn con las proteinas, al menos 
entre los tamanos mâximo y minirao de nuestros fragmentes de DNA.
Cuando un DNA se pasa por una columna de Bio Gel A 5, es posible p. 
ej. separar el DNA entre varios limites aproximados de tamano. La misma 
figura 20 muestra como para dos grupos de tamanos, las curvas de inter­
acciôn histona/DNA son idênticas, lo cual es consistante con los resul-* 
tados anteriores.
II.A.3. Estructura secundaria.
Cuando previamente a la interacciôn proteIna-DNA, este ûltimo se 
preincuba durante un tiempo dado a diverses T— , enfrlândose rSpidamen- 
te en hielo al acabar, es posible obtener DNAs con distinto grado de es^  
tructura secundaria. El tratamiento térmico desestabiliza la doble ban­
da de DNA, al romper los puentes de hidrôgeno entre las bases. Se obtie 
nen asi en un DNA zonas de bandas senclllas, junto con otras de banda do 
ble que mantienen su estructura nativa. Cuando estos distlntos DNAs se 
hacen interaccionar con hlstonas, se obtienen curvas progreslvamente mSs 
slgmoidales cuando el tratamiento térmico ha sido mayor. Esto se ilus­
tra en la fig. 21. Cuando el DNA se somete a 100®C, T- a la que es de 
esperar una desnaturalizaclôn total, su curva de Interacciôn es la mâs 
sigmoide de todas.
Si tras un tratamiento térmico de 100®C, el DNA se eluye en una co 
lumna de hidroxiapatito (ver Metodologla), es posible obtener en unas 
cuantâs fracclones todo cl DNA que esté en banda sencilla, separéndolo 
del que se mantenga en cadena doble. Cuando se estudia la interacciôn 
con hlstonas del DNA en banda sencilla, se obtiene un tlpo de curva sig^
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Flg . 21 -  Efecto de la  prelncuhacIon del MIA a d ife ren tes  temperatures 
durante 20 mln sohre la  curva de In teracciôn  con h ls tonas. -  
la  reacclon de In teracciôn  se efectuë a t^amblente, por 5 - -  
mln.
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inoldal (fig. 22), frente al DNA native, que es hiperbôlica como sabemos.
Conviene que hagamos énfasis en los hechos de que estas interacclo 
nés las hemos realizado a tiempos cortos, 5', eliminando toda posibili- 
dad de resultados dependientes de actividades proteollticas. Por otro 
lado, el tratamiento térmico que se aplica al DNA, desnaturalizaré con 
gran seguridad las posibles proteinas contaminantes.
También cuando son hlstonas Indlviduales, Hl y H4, las que se hacen 
Interaccionar con DNA desnaturalizado, se obtienen curvas de tipo sig­
moide. Veâse fig. 23.
Todos estos resultados muestran, por otro lado, que la uniôn de las 
histonas al DNA desnaturalizado es menos fuerte que con el DNA nativo. 
Este hecho ya habla sido apuntado por Bonner y col. (146), quienes suge 
rlan que esta menor capacidad de uniôn a consecuencia de la desnatural^ 
zaciôn del DNA, podla sereî^licada en parte por el descenso en la dens^ 
dad de carga del DNA y por pêrdida de la estructura secundaria, tal co­
mo la de los huecos de la doble hélice.
Las oonsideraciones que acabamos de hacer sugieren, por consiguien 
te, la existencia de un mecanismo cooperative en la interacciôn DNA de 
banda sencilla-proteinas. Las consecuencias funcionales (transcripciôn, 
replicaciôn) de este hecho, son obvias.
II.A.4. Efecto del ClNa; consideraciones.
Cuando la interacciôn histonas-DNA- se realiza en las condiciones 
en que las proteasas no son détectables, el ClNa a 0,15 M revierte las 
curvas sigmoides hacia formas hiperbôlicas. Ello ocurre con independcn-
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Fig. 22.- interaccl6 n de histonas con DNA d» ^ landa'iscncllia y efecto 
del Cl Na (0,15 M). La incubaclôn fui hecha a t^ambfente - 
por 5 mln.
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Flg. 2 3 .” Interaccf6n de las hlstonas Hl y H4 con ONA en banda sen 
cilla y efecto del Cl Ma (0«15M). La IncubacI6n fué bêcha
a t^amblente por 15 mln. ; Ht; —  : H4;0 -
Cl Na;(A, A: CI Na 0,15 M).
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cia de la procedencia o grado de estructura secundaria del DNA, asI co- ' 
mo del tlpo de proteina • bâslca (hlstonas o protaminas) utllizada en la 
Interacciôn.
j»
La flg. 24 nos muestra tal efecto para dos DNAs de microorganismos
H. lysodelktlcus y E. c o l l , con hlstonas o con protaminas. Las flgs. 22 
y 23,hechas con DNA desnaturalizado, tamblën lo muestran y tanto para 
hlstonas totales como Indlviduales.
E Incluso con los homopolîmeros poil d(A-T) y d-(G-C), p.ej. con 
la H4,como se ha senalado anterlormente (flg. 19 B ) .
Pero Incluso cuando sabemos que una curva slgmôlde aparece por efec 
to de las actividades proteâslcas, el ClNa la revlêrte Igualmente a una 
hiperbôlica. Y tanto con hlstonas (flg. 13), como con protaminas (flg.
15 B ) . Sin embargo, una prueba mâs de que este efecto del ClNa a 0,15 M 
es Independlente de la presencla o ausencia de proteasas, radlca en el 
hecho de que la actividad enzImâtlca total de las proteasas sôlo se em- 
pleza a afectar por el ClNa a partir de 0,5 M,para llegar a ser el 50%
de la original a concentraclones de 2 M  (144)’. g '' '
; . . .. . . . '1: >
Por otro lado, en los casos en que se ha hitlllzado DNA desnatural^
zado,este efecto del ClNa no parece ser debldo a una renaturallzaclôn del
DNA desnaturalizado. Se sabe que la sal favorece la renaturallzaclôn, lo
cual podrîa expllcar en nuestro caso la transiclôn de curva sigmoide
a hiperbôlica que se observa por su efecto.
Con tal motlvo, se procedlô a pasar por sendas coluranas de hldroxla
I
patlto 2 muestras de DNA desnaturallzadas termlcamente y reclén enfrla- 
das en hlelo, una de ellas con 0,15 M ClNa (y lo mismo en todos los tam
Fig. 24.- Efecto del Cl Na sobre la fnteraccl6n de proteinas con 
DNAs de microorganismos, libres de actividades proteo- 
I ftIcas.
A.” Curva de Interacciôn de hlstonas totales con DNA de MI
crococcus lysodèlktIcus (#: sin Cl Na; ▲  : con C1 Na
0,15 M).
B.- Curva de Interacciôn de protaminas con DNA de E. Coli .
(O: sin Cl Na;# : con Cl Na 0,15 M),
metouaosajonxj; ap sapapxun
w
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pones para la columna correspondlente). Al realizar la eluclôn a 4”C 
(fig. 25) se observa que,en el caso del tratado con sal, eluye a una con 
centraciôn salina ligeramente superior que el no tratado. En la columna 
de HAP, el DNA de banda doble eluye a una fuerza lônica bastante mayor 
que el de banda sencilla. Sin embargo, la fig. 25 muestra que la diferen 
cia de fuerza iônica a que eluyen las muestras tratadas y sin tratar con 
ClNa, no justifies la mucho mayor con la que se separan los DNA de banda 
doble y sencilla. Las diferencias de salida en la eluciôn, son atribuf- 
bles a la disminuciôn del efecto eluidor del gradients de fosfato util^ 
zado, por parte de los cloruros de la sal (113). Séria necesario esperar 
tiempos mâs largos (mlnimo, varias horas), que nunca se dieron para nue£ 
tros experimentos de interacciôn, para detectar esa influencia de la sal 
en la renaturallzaclôn.
II.B. Histonas
Al estudiar la influencia de las distintas histonas como causa de 
alguna especificidad significative en sus interacciones con el DNA, nos 
hemos centrado en: tipo de histonas y afinidades con dos tipos de DNA 
(timo de ternera y Artemia salina), efecto de la sal, dinâmica de las 
interacciones y estudio de la interacciôn DNA-histonas acetiladas.
II.B.l. Curvas de interacciôn DNA-histonas indlviduales. Efecto de 
la sal.
Cuando se estudlô la interacciôn entre DNA de timo de ternera y d^  
versas histonas indlviduales, fraccionadas por nosotros, se obtuvo el 
tipo de curvas que muestra la fig. 26 A.
F lg . 25."  Estudio del e fe c to  del Cl Na sobre ta re n a tu ra llzac lô n  
de DNA d esnatura lizado , por crom atograffa en columna. 
Dos muestras de DNA tra tad as a JOO* C durante 15 mln, 
y en frlad as en h le lo  durante un mTpImo d f 30 mln. mâs, 
fueron crom atografladas sucesIvamehte en una mIsma co^  
lumna de h id ro x ia p a tito . A una de e lla s  ( # )  se le  a -  
Radiô Cl Na para lograr una coneentraclôn f in a l  de —  
0,15 M, gsT como DNA n a tiv o . La e luclôn se re a llz ô  con 
un tampon de fo s fa to , con o sin  Cl Na 0,15 M, e Ig u a l­
mente la p rev la  equM lhractôn  de la columna.
Las fléchas Indlcan las posiclones de los mâximos de - 
absorcîôn ôptica de los DMAs a 260 nm, sobre las rectas 
correspondIentes a los Indices de refracelôn de las -- 
fracclones.
Fosfato (M)
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Fig, 26,- Curvas de tnteracclon del CT DMA ;,h^ttonas H1,H3,y H*t.
Efecto del Cl Ma a 0,5 M . La In te race Ion tuvo lugar a t*am—  
blente durante 5 mln. (A  : HI ; # ;  H3, #  : H4).
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Obsêrvese especlalmente las curvas obtenldas para la Hl, de forma
sigmoidal, y la H4, hiperbôlica bifâsica, mientras que la H3 muestra .una
curva hiperbôlica normal en su interacciôn con el DNA.
&
La interacciôn de la Hl, podrla, en ciertas condiciones, responder 
a un mecanismo cooperative (147-149). La curveC para la H4 sugiere la 
existencia de 2 tipos de uniôn distintos, bien por existir dos sitios 
con afinidad diferente en al menos uno de los ligandos, o porque uno de 
ellos esté présente en dos formas molêculares que varien en cuanto a su 
capacidad de retenciôn de DNA.
Al estudiar la influencia de la fuerza iônica spbre la interacciôn, 
se observa como la presencia del ClNa a 0,5 M tiene un efecto significa 
tivo, consistante en revertir las curvas sigmoidales hacia formas hiper 
bôlicas. La fig. 26 B muestra tal transiciôn, excepte para la H3, que 
ya es hiperbôlica a baja fuerza iônica.
Es interesante resaltar, para el efecto de la fuerza iônica sobre 
la interacciôn Hl-DNA, el hecho de que mientras sobre cromatina con 0,5M 
ClNa se logra extraer cerca del 90% de la Hl^ eç-'nuéstro case la capaci
■ T-
dad de retenciôn del DNA se mantiene, e inclusif es” ^bperior a bajas re- 
laciones histOna/DNA, en presencia de tal ccncentraciôn salina. Esto nos 
llevô a estudiar la influencia de diverses concentraciones de ClNa, ob— 
teniéndose los resultadds que muestra la fig. 27 A. Puede observarse, 
que existe un ôptimo de interacciôn Hl-DNA en el rango de concentraciôn 
0,1-0,2 M ClNa, y unos minimos a concentraciones inferior y superior al'' 
ôptimo. I
Esta influencia del ClNa sobre la interacciôn Hl-DNA, parece estar 
de acuerdo con un efecto* de estructuraciôn a baja fuerza iônica, y otro
Fig. 2 7 .“ Efecto de la concentraciôn de Cl Ma sobre la Interacciôn 
H1-CT DNA y H^-DNA de A. Salina, a una relac Ion de pro—  
teina: DNA de 0,5:1 ( 5 pg Hl : lOyg CT DNA/ml, 3 yg H*!: 
6 yg DMA A. SaI fna/ml). La interacciôn tuvo lugar a t®atn 
blente durante unos 15 min.
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de perturbaciôn clara de las interacciones normalesia faerzas iônicas 
mayores.
Estes aspectos podrlan ser considerados tamblén, a la luz de las 
ûltimas evidencias sobre el papel de la Hl en la superestructuraclôn de 
la cromatina. En la Introducciôn se desarrollô tal problemâtica y la ev^ 
dente influencia de los iones en la misma. Por otro lado, Severin y Col 
(150), en sus estudios turbidimêtricos de las interacciones de Hl con 
DNA, han propuesto un mécanisme de condensaciôn del DNA por la Hl depen 
diente de la fuerza iônica. A muy bajas fuerzas iônicas, los complejos 
Hl-DNA no interaccionarîan entre si. A partir de 0,15 M ClNa, habria un 
progresivo entrelazamiento entre ellos, bien por uniones mSs o menos e£ 
pecificas o por la formaciôn de puentes policatiônicos, de manera que 
cada molêcula de histona se acomplejaria con mâs de una molêcula de DNA.
Al realizar el mismo tipo de expérimentes con DNA de Artemia salina, 
sorprendéntemente nos encontramos con los resultados'ifle xu fig. 28 A y
B. Es de destacar la acusada sigmoidicidad observable con histonas tota 
les, o con las Hl y H 4 , en ausencia de sal.
Cuando la interacciôn se realiza en presencia de 0,15 M ClNa, se 
observa.en primer lugar el efecto de reversiôn de las curvas hacia for­
mas hiperbôlicas, si bien con caracteristicas particulares para cada hi£ 
tona. La Hl satura el DNA a bajos cocientes histona/DNA, bastante mâs > 
bajos que con histonas totales. Es decir, las otras histonas o bien corn 
piten en su uniôn al DNA con la Hl, o su uniôn es de distinto tipo. La 
interacciôn H4-DNA responds claramente a esta diferente especificidad.
El tipo de curva obtenida es bifâsica (compârese con la de baja fuerza 
iônica). Parece pues, como que la presencia del ClNa diera lugar a un
Fig. 28.- Curvas de Interacciôn de DNA de ASaLLna con tas histonas 
Hl y H4, asf como con las histonas totales, en la ausen—  
cia o presencia de 0,15 M Cl Na. DNA de A. Sa IIna, obtenî- 
do tal y como se describe en el texto, se hl,zo Interacclonar 
con histonas totales (•), Hl (■) ^ Hlf (aJ» en la ausencia 
( A) O' presencia de Cl Na a 0,15 M ( K ). Ca IncubaClôn se —  
realize a t^amblente durante'15 min.
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nuevo tipo de uniôn que no aparece en su ausencia.
El estudio de la influencia de diverses concentraciones de ClNa so 
bre esta interacciôn, aparece en la fig. 27 B. Se comprueba como 0,15 M 
ClNa, parece représenter la minima concentraciôn para lograr un nivel 
de saturaciôn, y a partir de la cual ya no se Ve afectado, al menos has 
ta 0,5 M.
Al comparer la influencia del mismo rango de concentraciones de ClNa 
sobre las interacciones del DNA con Hl y H4 (fig. 27), las diferencias 
observadas pueden explicarse por el carâcter mâs electrostâtico de la 
interacciôn con Hl. Por el contrario, las fuerzas hidrofôbicas serian 
mâs importantes en la interacciôn de H4 con DNA. El mismo hecho de la 
curva bifâsica, debe tener relaciôn con el tipo de fuerzas (iônicas e - 
hidrofôbicas) que mantienen la interacciôn H4-DNA, las cuales se verlan 
afectadas de esa manera por la sal. (Sin exclulr.la posibilidad de que 
la causa originaria de tal hecho radique en las moléculas de'»«4, dqui- 
zâs en las formas ho y monoacetlladas, que son las mayoritarias para la 
H4 extraida?). ’ .
' i-T.
Queda todavla una cuestiôn pendientez^por^qué' obtienen curvas . 
diferentes cuando se utiliza el DNA de timo de térnera frente al de A. 
salina, especialmente a bajas fuerzas iônicas?. Es diflcil suponer que' 
sea debido a un problema de cqmposiciôn total en bases, ya que ambos '
DNAs tienen un 65% de riqueza en A-T (151). Es mâs, la fig. 19 B nos ha 
bla mostrado que^la H4 no parecla distinguir entre 2 homopollmeros de 
(A-T) ô (G-C). 1
Probablemente, estas diferencias pueden guardar relaciôn con la po 
sible existencia de secuencias especlficas en el DNA de Artemia utiliza
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do. De hecho, este DNA corresponde a unos fragmentes de restricclôn del 
DNA total, con 1,5-2.10^ de PM, producldos por la acciôn de endonuclea- 
sas endôgenas (152). Este mecanismo podrla generar fragmentes de DNA, 
que teniendo la misma composiciôn de bases que el DNA total, estuvieran 
enriquecidos en ciertas secuencias especlficas. La fig. 29, mostrando la 
interacciôn entre Hl y H4 con DNA de Micrococcus lysodeikticus, 25% de 
A-T,a 0,15 M ClNa, podrla apoyar también estes hechos.
La visiôn global de este ûltimo problema,nos llevarla a admitir una 
influencia del tipo de secuencias del DNA en la interacciôn con las his 
tonas. Este hecho no estâ, hoy por hoy, ni excluldo ni admitido.
II.B.2. Movilidad de las histonas.
Cuando se estudiô la influencia del tiempo de incubaciôn sobre la 
dinâmica de la interacciôn DNA-histonas, llegamos a comprobar gbe la cal 
da en los valores de DNA retenido a medida que transcurre el tiempo, no 
es exclusive de la presencia de proteasas.
La Tabla V nos muestra los valores de retenciôn de DNA, en unidades
fluorométricas para la interacciôn histonas-DNA, cuando se realiza con
CT DNAs de la casa Sigma, o bien de la Worthington, pero desnaturalizad
têrmicamente o lavado con ClNa 2,5 M, condiciones todas ellas en las qu
las actividades proteollticas son nulas o escasas (5% como mâximo de la
del CT DNA w ) .
#
Se observa como a bajas relaciones histona/DNA, los cocientes 2 ho- 
ras/5 minutes son muy bajos en relaciôn con los obtenidos a valores de 
saturaciôn. Ello sugiere la existencia de un mecanismo de movilidad o 
intercarabio de histonas entre diferentes molécules de DNA, algo que ya
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Fig. 29.“ Curva de Interacciôn de DNA de M. lysodeikticus con 
Ht y H4, en presencia de 0,15 Cl Na. La t®de Incuba^  
d on fué la ambîental.
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se ha sugerido por otros investigadores (153-155), e incluso para nucleo
somas (156). Es decir. creemos que existe la posibilidad de que las his
tonas se puedan pegar y despegar de un :fragmento determinado de DNA,
y/o bien de la de que puedan desllzarse a lo largo del mismo •
TABLA V
Histona/DNA 5 min. 2 hocas 2h/5m.
CT DNA, Sigma 0,4 1,69 0,45 0,27
3 3,79 3,44 0,91
W DNA desnaturalizado 0,4 0,37 0,27 0,73
termicamente 3 3,42 3,55 1,04
W DNA lavado con ClNa 2,5 M 0,4 2,42 0,41 0,17
" " • 3 3,52 3,53 1,00
Cuando el mismo tipo de experimento se realiza con histonas indi­
viduates, p.ej. le%H4, se obtienen los resultados de la fig. 30. Obsêr­
vese el cambio que expérimenta el valor da retenciôn de DNA a medida qu 
transcurre el tiempo, para una relaciôn H4/DNA baja,y a una concentra­
ciôn de 0,15 M ClNa y temperatura de 37®C (es decir, incluso en condici 
nes de fuerza iônica y temperatura fisiolôgicas), Esta calda en la capa 
cidad de retenciôn de DNA por la H4, podrla contrlbuir a explicar el ca 
bio de la curva hiperbôlica (fig. 28 B) a la sigmoide (fig. 28 A) con e 
paso del tiempo. Este hecho es discutido a continuaciôn a la luz de una
^tesis mâs general.
igll
PI.B.3. Consideraciones finales; coopérâtividad dinâmica.
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Fîg. 30.“ Efecto de la Influencia del tîempo sobre la tnteraccton 
H4-DNA A. Satina, a una relaciôn de H4:DNA de 0,4: 1 -- 
(yg/yg) , en presencia de Cl Na 0,15 H y a las temperatu^ 
ras de 0* C (O) o 37® C (#).
113
La fig. 31 intenta ser un resûmen de todos los aspectos qu« varaos 
a considerar acerca de las interacciones histona-DNA.
Excluîda définitivamente en nuestros expérimentes la posibilidad 
de artefactos por proteasas contaminantes, hemos mostrado la apariciôn 
en ciertos casos de curvas de interacciôn sigmoides.
Aparecen a veces a tiempos muy cortos de interacciôn {5'), o bien 
tras un période mâs largo (p.ej. 2 horas), como hemos mostrado. Por otro 
lado, el ClNa es capaz siempre de revertirlas hacia interacciones de re 
presentaciôn hiperbôlica.
&Cômo podiaraos conjugaf estos hechos a la luz de nuestra experien- 
cia y lo descrito en la literatura cientifica?. Creemos que nuestros re 
sultados son explicables en virtud de una coopérâtividad dinâmica. Es 
decir, existe inicialmente la posibilidad de un intercambio y desliza- 
miento de las histonas entre distintos fragmentos de DNA, y posiblemen- 
te dentro de una misma molêcula. Pues bien, cuando el proceso de interac 
ciôn es coopérative, es decir, que la uniôn de unas histonas favorece 
las uniones subaiguientes de nuevas moléculas de histona, es.lôgico es- 
perar la apariciôn de agrupamientos de histonas a lo largo del DNA. El 
ClNa actuaria en este esquema rompiendo la cooperatividad, el agrupamien 
to (aunque no necesariamente la redistribuciôn al azar de las histonas), 
seguramente por alteraciones electrostâticas y conformacionales sobre 
las histonas y el DNA.
El transcurso del tiempo, al ofrecer a las histonas cualquier posi 
bilidad de los movimientos de que sean capaces, facilitaria también una 
distribuciôn no al azar de las histonas, una interacciôn sigmoide, en 
aquellos casos en los que la cooperatividad no es tan fuerte y necesita
DNA
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: histona
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Histona A ^ N ;4
Fig. 31.” £&quema graftco de la Interacciôn hIstonas-DHA, mostrando 
el fenotneno de la coopérât IvIdad y las Influenclas del —  
tiempo y Cl Na.
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tiempo.
Trente a estas conslderaclones teôrlcas, existe también el hecho 
prâctico de cuântas moléculas de histona serfan necesarias para retener 
una molêcula de DNA. Parece lêglco pensar que en aquellas moléculas de 
DNA en las que las histonas se hubieran distribufdo al azar, habria ma 
yor nûmero de puntos de retenciôn por el filtro; en cambio, si se dlstrd^ 
buyen por agrupamientos coopérâtivos, el nûmero de puntos serfa menor, 
siendo limitante la cantidad de histona (bajos cocientes histona/DNA). 
Este hecho, asf como la fuerza de retenciôn por el filtro de aquellas 
zonas de DNA acomplejadas con una o varias histonas en grupo,justifica- 
rfan también el tipo de curvas obtenldas en base a la hipôtesis formula 
da.
Histonas acetlladas.
Puesto que el segundo de nuestros objetivos era investigar la inf1 
cia de la acetilaciôn de histonas en la transcrIpciôn,nos propusimos •• 
previamente estudiar la interacciôn histonas acetiladas-DNA con nuestra 
metodologfa de retenciôn en filtro.
A tal efecto, acetilamos histonas totales de timo de ternera con 
anhfdrido acético tritiado, en condiciones en que sôlo se modifican los 
grupos amino e de las U s i n a s  internas. El grado de acetilaciôn résulta 
te fué medido por incorporéeiôn de tritio y por enmascaramiento de gru­
pos aminos libres,ensayado con fluorescamina. La fig. 32 nos muestra 
que fuédel orden'de un 35%, lo que supone un valor de unos 13 acetilos 
incorporados por molêcula de histona (considerada esta como un valor 
medio de las cinco histonas existantes).
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Fig. 32.- Determinaclon del grado de acetilaciôn de histonas to 
taies tratadas con anhidrido acético, medido con fluo 
rescamina. Histonas totales comercla les de timo de 
ternera fueron acetlladas quimicamente con anhidrido 
acético. A continuaciôn se les apiIcô el método de la 
fluorescamina. (Ver Metodologfa).
( Histonas natîvasrQ; histonas acetlladas:#).
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Estas histonas acetlladas se. connararon con las no acetlladas con 
respecto a la llgazôn a DNA, en presencia de concentraciones variables 
de ClNa. Los resultados de este estudio muestran (ver fig. 33) que no 
hay diferencias en las curvas de interacciôn de ambos tipos de histonas, 
hasta concentraciones salinas de 0,15 M. A  concentraciones superiores, 
se empiezan a poner de manifiesto diferencias de afinidad, que son mâx^ 
mas a 0,5 M ClNa. A partir de esta concentraciôn, se afcuta también la 
llgazôn de histonas no modificadas.
Estos expérimentes ponen de manifiesto una perturbaciôn de la inter 
acciôn histonas-DNA, a resultas de la acetilaciôn qufmica. El hecho de 
que esta perturbaciôn sea solo observable a concentraciones relativamen 
te altas de ClNa, sugiere que la principal fuerza de las interacciones 
en nuestras condiciones de ensayo; son esencialmente de carâcter electros 
tâtico.
Por otro lado, estos resultadCLS sugieren la cuestiôn de si tie
ne algûn sentido flsiolôgico esta menor afinidad de las histonas aceti- 
ladas con el DNA. La parte segunda de nuestro trabajo, que vamos a desa 
rrollar a continuaciôn, trata de acercarse a la elucidaciôn de este pro 
blema.
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Fig. 33." Influencia de la acetilaciôn de histonas sobre la fntera 
colon con DNA a diferentes concentraciones salinas. Rea- 
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III. ASPECTOS FUNCIONALES
III.A.I. Fundamentos de la metodoloqla.
Las grandes distancias que separan el mundo puramento fIsico-qulm^ 
CO del auténticainente fisiol6gico-biol6gico, se traducen ya para el In- 
vestigador en la diflcultad de encontrar el sistema biolôgico adecuado 
para su trabajo experimental.
Nosotros hemos partido de la idea de que si querlamos estudiar la 
influencia causal de un proceso fisiolôgico, el de la acetilaciôn de 
histonas, sobre otro, la transcripciôn de la cromatina, deberlamos ele- 
gir aquel sistema en el que pudiêramos conseguir: a/ el mâximo grado po 
sible de acetilaciôn de las histonas (confiando que ello implicarla un 
mayor efecto a su vez en la transcripciôn) • b/ realizar el estudio de 
esta influencia en las condiciones mâs fisiolôgicas posibles; y c/ situa 
la al nivel mâs directe posible. Sin duda, los nûcleos aparecîan como 
el mâs apropiado, dado que nos permitia mantener en una estructura ce- 
rrada y relativamente estable los très tipos de moléculas que nos preo- 
cupan esencialmente: histonas, RNA polimerasas y DNA; asi como la mayo- 
rîa de las moléculas con un posible papel regulador a nivel de cromati­
na. Por lo tanto, nos ofrecia la posibilidad de utilizer sus actividades 
enzimâticas endôgenas, siempre que el trato fuera cuidadoso. La propia 
cromatina podrla también utilizarse, y de hecho lo intentamos, pero ob 
viamente es menos completo que el sistema de nûcleos y mâs diflcil de 
manejar.
Como ya hemos apuntado, durante el desarrollo de nuestro trabajo se 
reporté que el Butirato Na producla en una serie de cêlulas una hiper-
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acetilaciôn de histonas. Ello nos permitia cumplir con otra de las con­
diciones prev*ias que hemos citado, la de lograr un alto grado de aceti­
laciôn de histonas; y ademâs (de aqul su gran interês), fisiolôgico, en 
los sitios de las histonas que se acetilan usualmente en la cêlula. Por 
otro lado, la presencia de butirato a lo largo de todas las manipulacio 
nes expérimentales de los nûcleos, incluida la transcripciôn, garantiza 
el mantenimiento de la hiperacetilaciôn de histonas por inhibiciôn de 
las actividades deacetilantes.
III.B.l. Nûcleos y cromatina de hlgado de rata.
Pomerai, Chesterton y Butterworth (125) han estudiâdo diversos inéto 
dos de preparaciôn de cromatinas, encontrando que el que ellos han desa 
rrollado proporciona una cromatina en buen estado funcional. Siguiendo 
sus indicaciones, hemos obtenido nûcleos y cromatina a partir de hlgados 
de rata.
La fig. 34 muestra los espectros de absorciôn ultraviolets de am- 
bas preparaciones. Obsêrvese su semejanza, indicador de que la prepara- 
ciôn de la cromatina no ha eliminado muchas ^.;,:las p>rotelnas nucleares.
III.B.2. Acetilaciôn: aspectos enzimâticos.
En la fig. 35 se resume la caractèrizaciôn del sistema de acetila­
ciôn de nûcleos aislados de hlgado de rata a pH 8, (a pH>9, hay una ace 
tilaciôn quîmica (157), fuerza iônica de 0,25 M SO^(NH^)2 y temperatura^ 
de incubaciôn de 37®C. Del estudio de la cinêtica en funciôn de la con­
centraciôn de uno de los Sustratos, acetil CoA, se deduce una Km de 1-2 
yM, en estas condiciones'. Tomamos como ôptimo el valor de 4 yM, puesto 
que es el valor mâs bajo que alcanza el nivel de saturaciôn.
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Fig. 3 4 .- Espectros de absorclon ultravtoleta de nûcleos y cro 
ma t f fia, obtenidos siguiendo el procedimîento descri­
to en el texto.
rig. 35.- CàracterIzaclon del sistema endopeno de acetilaciôn enzî 
mât ica en nûcleos de hfgado de rata: Influencia a/ de la 
concentraciôn de acetll Co A (rea’cçlCn dç 10 mln. a 3 0*C)^ 
b/ del tiempo de Incubaciôn ( a |o*jC) y çf de la concen­
trée lôn de nûcleos en ta reacclôn (60 mln. a 37*C).
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Al hacer la curva de tiempo, se observa un râpldo incremento en los 
primeros minutos, para luego darse una incorporaciôn mâs lenta pero pro 
gresiva. Treinta a sesenta minutos parecen tiempos suficientemente ade- 
cuados para nuestros experimentos.
Finalmente el sistema responde linealmente a la concentraciôn de 
uno de sus sutratos, las histonas o lo que es lo mismo, los nûcleos? si 
bien hay que senalar, que también se aumenta la actividad total del en- 
zima, aunque manteniendo una relaciôn fija con la cantidad de histonas, 
por el hecho lôgico de que ambos van juntos en los nûcleos. La curva 
nos muestra por otro lado que las cantidades de acetil CoA empleadas no 
son limitantes, al menos en el rango de concentraciôn de nûcleos estudia 
do, expresado en unidades de absorciôn ôptica a 260 nm. Siendo ello asi, 
lo mejor es,desde luego, utilizer la concentraciôn mâs alta posible de 
nûcleos, pero usualmente hemos utilizado 0,25-lût p. 260 nm por tubo de 
reacciôn.
III .B.3., Anâlisis electroforético de histonas ac^tiladas,
Cuando sobre los nûcleos acetilados, o ^ b r e  î’iîàr cromatina obteni- 
da dè ellos, se procédé a la extracciÔn de las histonas con âcido 
SO^Hg 0,4 N, es posible a continuaciôn analizar estas histonas en geles 
de acrilamida urea-acëtico y cuantificar la incorporaciôn radiactiva del 
^^C-racetato. A pesar de realizar dos veces sucesivas là extracciôn con 
sulfûrico, siempre queda un precipitado residual en el que es posible 
encontrar hasta un 15% de la radiactividad total. ^Ello no es de extra- 
nar, puesto que es cohocido que las proteinas no histônicas taies como 
las HMG, no extralbles,,pueden ser también acetiladas (158).
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Cuando se hace una elecfcrofcrêsis en gel de una muestra de histo- 
nas, es posible obtener el densitograma que aparece en la fig. 36. Si el 
gel se fracciona en rodajas y se cuenta su radiactividad, se obtienen 
I d s  porcentajes de acetilaciôn, respecto al total de todas las histo- 
nas, que muestra la fig. 36.
Destaca el alto porcentaje de acetilaciôn de la H3. Nuestros resu^ 
tados son parecidos a otros ya reportados con el mismo sistema (157).
Aquî mismo se menciona también,que cerca del 35% de los acetilos incor- 
porados a la H 3 , son grupos 0-acetilos, en contraposiciôn al resto, N- 
acetilos, que son tambiên los comunes en las otras histonas.
III.B.4. Transcripciôn de cromatina y nûcleos.
En base al trabajo de Poftierai y Col. empezamos caracterizando nues 
tro sistema de transcripciôn de cromatina. La fig. 37 muestra como di- 
versas concentraciones de cromartina se transcriben en funciôn del tiempo, 
siendo 30'-60' de incubaciôn suficientemente adecuados, ya que aunque 
la grâfica no lo muestra, a las dos horas de transcripciôn se ha conse- 
guido un nivel de saturaciôn en la incorporaciôn de H^-UTP como UMP. Ello 
es consecuencia, sin duda, de que la cromatina sufre con el paso del tiem 
po transformaciones en su estructura funcional, de manera que la activai 
dad de las RNA polimerasas endôgenas debe estar bastante afectada. A 
ello hay que unir que en nuestro caso se utiliza una temperatura
de 37®C, en la que las actividades nucleâsicas estân bastante favoreci-^^ 
das. Si, se utiliza una temperatura mâs baja. la incorporaciôn es menor, 
si bien a tiempos largos,la incorporaciôn supera a la obtenida a tempe 
raturas mâs altas. Cuando ha interesado disminûir al mâxirao la acciôn
F ig . 3 6 .A .-  D istribue ion de p ro tê tna y ^^C -acetIlo  en las histonas 
extra  Idas de preparac tones de nucleos y cromatina de -  
higado de ra ta , tras  aha I Is is  e le c tro fo re tlc o  en q e le s . 
La determlnaclôn de p ro te lna se re a llz ô  por pesada de 
los recortes correspond I entes a cada hl&tona del papel 
densitograma. La determlnaclôn r^|tiact.It'à del se-
gun se describe en HetodologTa. "I 
B .- Densitograma de un gel con histonas ex tra  Idas de croma 
t in a .
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Fig. 37." Caracterlzacton del sistema endoqeno de transcripciôn 
en.cromatIna y nucleos de hfoado de rata. Se ha estu- 
diado; a/ la influencla de la concentracIon de croma­
tina y tiempo de reacclôn y b/ la^InfIjuençla de la —
concentracl6 n de sulfato amônlco,JW la.t^anscrIpciôn
>i
de cromatina. AsT como c/ la Influencla de la concen­
trac lôn de,nucleos en su transcripciôn.
Las reacclones tuvleron lugar a 35"17^C- durante 30 min.
4
0,9 u.o. de A260/ml9 u.o. de A 2 6 0-/]
o X 
eti %o
0,45 u.o. de A2f.o/ml
u o
:x
g:S ’•H
a) 4-» 0,25 u.o. de A260/mlw rt
e tf> o 
0) ^ 
r-t U
O.
e c
60305
126
Tiempo (minutos)
3
c
(U
o
VO
CM
< 1
<u
-  k #e
p . 0,80,40,1 0,2
8
T)
6
4
pL,
2
1052
Nucleos (unidades de A2fio/ml)
127
nucleâsica, hemos recurrldo a temperaturas de 26-28"C. Por otro lado, 
hemos reproducldo la propla experlencia reportada por los autores (125) 
acerca de la Influencla de la fuerza lônlca en la transcripciôn. Utlll- 
zando SO^CNH^)^, se encuentra que a medlda que aumenta la concentraclôn 
de estasal, lo hace la Incorporaciôn de UMP., slgülendo un tlpo de curva 
de forma sigmoidal (flg. 37). Naturalmente, hay que tener eh cuenta que 
es de desear la utlllzaciôn de la concentraclôn salina mâs alta posible, 
slempre que no afecte a la propla estructura de la cromatina, ni las ac 
tlvldades enzlmâtlcas. As! sabemos que ya a 0,4 M  ClNa, empleza a sepa- 
rarse la Hl. Alrededôr de este valor glra el ôptlmo a utlllzar, 0,25 M 
S0^(NH,>2. . '
Cuando estas cromatlnas transcrites se deposltan sobre un gradlen- 
te de sacarosa 2-10% con formamlda, y se centrlfugan a alta velocldad, 
es posible obtener los resultados que muestra la flg. 38. Los Inconve- ' 
nlentes, sln embargo, de este anâllsls en gradients con formamlda se 
centran en que no son realmente llneales sino convexos, y en que la re- 
soluciôn no es sufIcientemente buena. Qulzâs la electroforésls en geles
para nuclelcos pudlera ser una buena alternaW^va. ..4.
'■%
Hemos encontrado mâs adecuado para nuestros propôsitos reallzar la 
transcripciôn en nûcleos, en las mlsraas condlclonçs descritas arrlba pa 
ra cromatina. El micropipéteo de allcuotas homogéneas résulta mâs fâcll,  ^
lo que no sucedîa con la cromatina, la cual llega a formar a veces una 
especle de sustancla gelâtInosa, preclpltada en el fondo de los tubos de** 
transcripciôn. Ello nos obllgaba a su prevla homogenelzaclôn, lo menos 
posible a fin de evltar su fracclonamlento y rotura, en un homogenelza- 
dor. Claramente, as! se perdîan parte de las ventajas que se buscaban
28 S 18 S 5 S
I
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Fig. 3 8 . - Gradiente de sacarosa-formamlda al 2-109: de un transcrite
de cromatina de hTgado de rata. Se transcribiô cromatina
de higado de rata en un volumen de 150 yl durante 30 min
a 35*C (ver Metodologîa). La reacciôn fué parada ahadien^ 
do SDS hasta el 15; y un vo lumen igual de formamida. La - 
muestra total fué centrifugada en un gradiende de sacaro^ 
sa 2-105;, formamida 8 5 %, EOTA 2 mM y Tris-Ci H 10 mM,pH 8. 
La centrifugaciôn se realizô a 286.000 g durante 17 horas 
y 2^C, en un rotor SW 58. Las fracc iones del grad lente fue_ 
ron precipitadas con ICA 5%-plrofosfato 2> y filtradas por
filtros de fibra de vîdrio y posterior recuento,con ifqui- 
do de centelleo,de la radiactividad.
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con la metodologîa de Forcerai y Col. en la obtenciôn de cromatina: evi- 
tar cualquieif proceso que pudiera perturbar su estado, tal y como se en 
contraria en el nûclao.
La fig. 37 mueséra una respuesta lineal de la incorporaciôn de UMP
frente a la concentraclôn de nûcleos.
La fig. 39 muestra el efecto de la ilnf luencia de la ooncent r ac iôn 
de üTP'frîO/ manteniendo fija la cantidad de H^-üTP. Obsêrvese como el 
ôptimo se sitûa en 50 yM. La caida que se observa posteriormente podla 
ser debida a la quelaciôn por el nucleôtido del Mn^^, con lo que la con
centraciôn de este libre dis'minuirla (de hecho lo que se debe hacer es
poner siempre una misma cantidad equimolar del iôn y de los nucleôtidos,
independientemente del vdlor de Mn^^ libre),as! como de la dependencia
de la slntesis de las propias concentraciones de los nucleôtidos.
Con el fin de tener una idea aproximada sobre la capacidad total
nucleSsica de los nûcleos, se procédé a un experimentb de caza, en el
que tras un breve tiempo de incubaciôn se anade un alta cantidad de UTP
frio, reduciendo prâcticamente a la nada la incorporaciôn del H3-UTP.
De esta manera, es possible seguir la caida a lo largo del tiempo de la
radiactividad incorporada. La fig, 39 muestr# % a l  ;;^}gperimento. De él se
i-
deduce que la actividad nucleâsica total es del orden de un 20%. Su in- 
fluencia final pOdrîa ser considerable si el tiempo de incubaciôn es su 
ficientemente largo (obsêrvese como a los 60', su acciôn représenta ya 
un 45%).
Este hecho nos urge a extremar nuestras condiciones de control de 
actividades nucleâsicas; A tal fin utilizamos el m^acaloide, substancia co 
nocida como inhibidor de las nucleasas (131) al ser un silicato adsorben­
ts de estas proteînas. La tabla VI muestra que la presencia de macaloide
Fig. 39.A.- Influencia de la concentracion de UTP sobre la transcrip 
cion de nucleos de hîqado de rata. La reacciôn se reall­
zô a 37*C durante 60 min.
B.- Determinaciôn de las actividades nucleâsicas en nucleos 
de hTgado de rata. Tras 5 min. de incubaciôn de una -- 
muestra de nûcleos se ahadiô al medio de incubaciôn un 
exceso de UTP frio, 10 veces la concentraclôn original - 
en la reacciôn, prolongandose la reacciôn por 60 min mis. 
La t- de la reacciôn fué de 37*c.
El macaloide estaba présente en ambos expérimentes.
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no afecta a la transcripciôn a tiempos certes,en nûcleos aislades.
TABLA VI
Tiempo de transcripciôn 
 OJ_____________ 30J___________cpm netas
Sin Macaloide 1719 cpm 13259 cpm 11.540
Con Macaloide 2010 cpm 13570 cpm 11.560
El macaloide debe estar présente no sôlo en el medio de incubaciôn, 
sino que todas las soluciones con las que tienen contacte los nûcleos 
hasta su obtenciôn, deben ser tambiên tratadas con êl mediante su resus 
pensiôn por agitaciôn en ellas, para ser sedimentado luego y eliminado 
por centrifugaciôn. Présenta, no obstante, el incoveniente de provocar 
la agregaciôn de los nûcleos. Independientemente de la utilizaciôn de 
este inhibidor, debe trabajarse siempre en las mâximas condiciones de 
esterilidad posible (tratamiento térmico en autoclave de las soluciones 
Todavîa realizamos una prueba mâs con los nûcleos, en base a la posible 
influencia de una preincubaciôn en la capacidad de transcripciôn poste­
rior. Y ello, por el simple hecho de que la acetilaciôn previa de las 
histonas exige una incubaciôn.
Realizado este experimento, comprobamos desafortunadamente que la c 
pacidad de transcripciôn de nûcleos previamente incubados era drâstica- 
mente reducida, re^pecto a nûcleos control que habîan permanecido en 
hielo, (fig. 40),
III.B.5. Anâlisis electroforêtico en geles de RNAs transcrites.
Con la técnica de electroforêsis en geles de acrilamida-agarosa en
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Flg. 40.- Efecto de la preliicubacloh sobre là capacidad de transcrip 
don de nûcleos de hfgado de ratg. Sendas preparaclones de 
ngcjeos fueron prelncubadas 60 min. a 0*C una (•), y la - 
otra a 37*C (O), en presencia de EOTA 2 mM. A continuée Ion 
se transcrIbleron durante 9 0 min. a 37*C, con agitaciôn, 
tras ser sedlmentados por centrifugaciôn del tampôn R en 
el que fueron preIncubados.
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condiciones desnaturalizantes (SDS , 0,3%), pretendemos un anâlisis de- 
tallado por tamanos moleculares de los RNAs transcrites. Para tal fina- 
lidad necesitamos, desde luego, disponer de algunos RNAs de tamanos co- 
nocidos que podamos tomar de referenda. Se utilizan comûnmente los RNAs 
ribosomales 28, 18 y 5S, y el 4S tRNA. Nosotros hemos aislado, siguiendo 
el procedimiento descrito en Mêtodos, los RNAs a partir de ribosomas de 
higado de rata. Vease la fig. 41, que nos muestra un gradients en saca­
rosa 5-20% y con SDS, en el que aparecen fraccionados los 3 RNAs carac- 
teristicos. Cuando con estos RNAs se hace una electroforesis en gel, se 
obtiens el perfil de absorciôn ôptica a 260 nm que muestra la misma fig. 
41, en al que aparecen claramente delimitados. Obsêrvese su mucha mayor 
resoluciôn frente al anâlisis en gradients de sacarosa.
Analizados de la misma manera los RNAs transcritos y aislados a par 
tir del sistema de nûcleos, observamos extranamente una falta de corres^ 
pondencia entre las cpm âcido precipitables de los RNAs aislados y las 
distribuidas a lo largo de los geles. Es decir, en nuestros geles habla 
una cantidad de cpm mucho mayor, especialmente hacia el final de! gel, 
avanzando con el frente de electroforêsis, Ello nos hizo sospechar es­
pecialmente de la fuerte contaminaciôn de nuestras muestras de RNAs con
3 • '
H -UTP contaminante, no precipitable con TCA. Con el fin de eliminar tal 
interferencia, procedimos previamente a pasar la muestra de RNAs por una 
columna de Sephadex G-25 (expuesta o hervida anteriormente a un pH de 
12i a fin de eliminar posibles nucleasas contaminantes). De esta manera ' 
podlamos eliminar el H^-UTP contaminante, as! como los nucleicos degra- 
dados y/o menores de 5.000 de P.M. La fig. 42 nos muestra una eluciên 
tîpica en estos casos. Los nucleicos excluidos eran precipitados de nue 
v o , y utilizados para su anâlisis en geles de electroforêsis. ba fig. 43
Fîg. 4 1 Fracclonamlento de los rRNAs marcadores por centrifuga 
clôn en qradlente y electroforesls en gel.
A.- Gradlente de sacarosa 5-20);, con SDS 0,1>, de los rRNAs. 
La centrifugaciôn se reallzô en'un •rotof. SW 27, 17 horas 
a '24000 rpm, a 4*C. " V'
B.- Densitograma de un gel de electroforesls de los rRNAs
y 4s tRNA. La electroforesls su prolonge hasta que el - 
azul de bromofenol se encontraba a 2 cm del final del - 
gel (ver Metodologîa).
d
c
\C
«
C
\o
uk
o
<
rRNA
134
\o
403020
fracciôn
4 S tRNA
Movilidad
Vo
c
'C
o
»-
o
2
135
C r m  X 10"
(O— O)24
1
Cpm X 10 
Ca— A)
0.
N2 fracciôn
'"1; -t'
Flg. 42.- AnlHsîs cromatogrlf Ico en una columna de Sephadex G-25, 
de una muestra de RNAA transcrites en nûcleos de hfga­
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Centimetros en el gel
Fîg. 43.- Anâlisis electroforétî*o en gel de una muestra de RNAs 
transcritos en nucleos de hfgado de rata, y previamen­
te excluidos en una columna de Sephadex G-25.
Los nucleos fueron transcritos a 37"f durante 30 min. 
La electroforesis se prolonqô hasta eue el azul de - 
bromofenol estaba a 2 cm del final del gel. La mues­
tra conten ia RNAs transcritos, radiactivos ,y rRNAs mar^  
cadores (estos ûltimos se siquieron por absorciôn a - 
260 nm).
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muf'stra el details de su anâllsls en el gel. Obsêrvese* que sus tamanos 
se sltuan pr*lnclpalmente entre les del 18S y 4S, de una manera pareclda 
a como hemos mostrado en la flg. 38 para el anâllsls^en gradlente, de 
RNAs transcritos dltfectamente en cromatina. Sln embargo, si no hay un 
Interés especial en el anâllsls de los transcritos de bajo P.M. y al ml£ 
mo tiempo queremos eliminar el H^-UTP contaminante, una manera dlrecta 
de ahorrarse la cromatografla en Sephadex, es la de correr el gel lo su
flclente como para que el 4s tRNA esté ya a punto de salir. De esta ma­
nera, cualquler nucle; 
râ eliminado del g e l .
3
lelco de P.M. Inferior al de 4S,Incluldo el H -UTP,se
III.B.6. Butlrato sédlco; acciôn sobre la acetilaciôn de histonas en 
nûcleos de higado y en hepatocltos en suspenslôn.
Buscando lograr en nuestro sistema la mâxlma acetilaciôn flslolÔgjL 
ca de histonas posible, Incubamos nûcleos de higado de rata en presen­
cia de Butlrato Na 10 mM. Êa grâflca de la flg. 44 muestra la m a y o r 'In 
corporaciôn final de acetllos a dlstlntos tiempos. Algo semejante ha 
sldo reportado posteriormente a nuestro trabane/ lÀcubando cortex cere 
bral de rata en lâifilnas muy delgadas (159). '\î ' •
Como un 50-70% mâs en el caso de los tratados con butlrato Na,frente a 
los contrôles. Inslstlremos de nuevo aqul, en que este efecto es conse­
cuencia de la Inhiblclôn de las actividades deacetllantes. Cuando las 
histonas de nûcleos tratados se alslaban y anallzaban en geles largos, 
que perraiten una mejor resoluciôn, se obtuvleron los resultados de la 
flg. 45. Se observa que el tratamiento con butlrato détermina una redls^ 
tribuciôn de acetilo en todas las histonas, con aparlciÔn de las formas
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Fig. 4 4 Influencia del but i rato sod ico sobre la incorporacton 
de acétilos por los nûcleos de hTgado de rata.Sendas 
preparaclones de nûcleos fueron incubadas con *^’C-ac£ 
tîl Co A a 37”C, en ta ausencia (O) o presencia de - 
butlrato Na 10 mM (•).
Flg. 4 5 .- Dlstrlbuclôh de ^^C~acetl1o en las histonas. extra Idas 
de nûcleos de hfgado de rata, acetllados en presencia 
de butlrato sôdlco. tras anâllsls electroforêtIco en 
geles largos. (Ver flg. 44)
A.- Observense las formas multlacetlladas (1-4 acetilo^) 
para las histonas H3 y H4. * J-
B.- Observense las formas mu 11 lacet I lad^s de fa H4 extra_l_ 
da de un cul t Ivo de célulffs HeLa, c Fee Idas 24 horas - 
en presencia de • butlrato Na 5 mM,
(De "n-Butyrâte causes hlstone modification In HeLa and -
Friend erythrolenkaemia cells”, M.G. RIggs y Col. Nature,
Vol. 268, 4 Aug. 1977).
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tnultincetiladas de las H3 y H4. Aunque este hecho Impllcaba un notable 
avance para nuestro trabajo, no habfamos conseguido, sin embargo, el 
grado mSximo de acetilaciôn descrito para otros sistemas en presencia 
de butirato Na, durahte varias horas como minimo (vease la fig. 45 B ob 
tenida de la bibliografla para histonas de células HeLa, crecidas en pre 
sencia de este âcido graso). Este hecho, unido a la necesidad de proté­
ger el nûcleo durante"la acetilaciôn, de manera que llegara en condicio 
nés ôptimas a la transcripciôn (recuêrdese la discusiôn centrada en tor 
no a la fig, 40), nos aconsejaban derivar hacia un sistema celular. Con 
células séria mâs de esperar que se obviaran los incovenientes apuntados.
Por lo dicho, procedimos a estudiar el efecto del butirato Na sobre 
una suspenslôn de hepatocltos de rata, aislados a partir de higado de 
rata perfundldo (veasé Mêtodos). Al medio de incubaciôn se anadla H^-ace 
tato, que mediante pase previo en el sistema metabôlico de la célula a 
acetil-CoA, nos permitirla estudiar su incorporaciôn a las histonas. Pue 
de observerse en la fig. 46 el efecto inesperado del butirato Na, en eu 
ya presencia la incorporaciôn total de acetilos a las histonas parece 
ser menor que para las células no tratadas. Egtli hepho podla tener va- 
rlas explicaciones. Nosotros creemos que se tfbta, en realidad, de un • 
efecto tôxico sobre el hepatoclto por parte del butirato Na, alterando 
la maqulnaria metabôlica celular. Por otro lado, el estudio de la viabl 
lidad de las células asl incubadas por exclusiÔn del Tripan azul (que 
solo tine la célula muerta), mostraba que aquella cala râpidamente a lo 
largo del tiempo, de manera que a las cuatro horas se podla considerar 
de <50%. Obviamente, estos hechos no favorecerlan su adopciôn como el 
sistema ideal.
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Fîg. 46.- Influencia del butirato sodico sobre la incorporac(5n 
de acetilos, en las histonas, por hepatocitos de rata. 
Sendas preparaclones de hepatocitos fueron incubadas 
con ^H-acetato a 37*C (ver Metodologîa), en la ausen­
cia (O) o presencia de butirato Na 10 mM (#). La ra­
diactividad fué medîda en los extractos sulfurîcos —  
0,4 M de los hepatocitos.
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III.C.l. Células HeLa: histonas hlperacetlladas.
Definitivamente, solo nos quedaba la posibilldad de probar con un 
cùltlvo celular. Escoglmos el de las células HeLa en monocapa, que era 
en el que prlmero se^habla descrito (87) el alto grado de hlperacetlla 
ci6n de histonas,logrado en presencia de 5 mM.butlrato sôdlco en el 
medio de cultlvo durante velnte horas. Cuando las histonas extraldas de 
estas células asl tratadas se anallzaban en geles de electroforésls, pu 
dlmos observer por fin,la aparlclôn del perfll tlplco dé formas multlace 
tlladas de la H4 que se habla descrito para estos casos. Vease la flg.
47 y compârese con el descrito en la blbllografla, el de la flg. 45 B.
III.C.2. Anâllsls de RNAs transcritos en células HeLa.
Antes de continuer adelante, se comprobô la capacidad,de funclona- 
mlento de nuestro sistema celular y la validez de nuestros mêtodos de 
extracclôn y anâllsls de nucleicos. A tal efecto, procedimos a dar u ■
3 '
pulso de H -urldlna de 30' a un cultlvo de células HeLa.
Aislados los RNAs y analizados en un gel de acfllamlda-agarosa. al 
2,4%, cl tiempo suflclente para que solo apair^Cler4v los RNAs de mayor 
tamano que el 18 S, se obtuvo la grâflca de la flg. 48 A. Cuando se frac 
clonô el gel en rodajas, se comprobô que la radiactividad se sltuaba en 
las primeras fraccloneSh Ello daba a entender, como era de esperar, que 
la radiactividad estaba todavla Incorporada en los precürsores de los 
RNAs, pero no nos proporclonaba mâs Informaclôn por no haber penetrado 
sufIcientemente en el gel. Por ello, se preparô un nuevo gel de una con
I
centraciôn de acrllamlda menor, 1,7%. Obsêrvese en la grâflca correspon 
diente de la misma figura 48 B, como se dlstrlbuye la radiactividad de
Movilidad
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Fîg. 4?.- Densîtoqrama de un gel con histonas extraidas de células 
HeLa, cuitîvadas en presencia de butirato sodîco.
F ig . 4 8 .-  R IstrIbuctén  de ^H-urldtna en los RNAs tra n s crite s  
extra ldos de cé lu las  HeLa, tras  Is fs  e le c trd fo  
rë tlc o  en gelas (ver et texto)aî*-^;
144
28 S
10
5
#
to
o
X
18 S
1
145
precursores mayores que el 28 S,r.»Mediante un plot semilogarltmico, re- * 
presentado el logaritmo del tamano molecular o de las unidades S, en 
funcidn de la dlstancla recorrlda en el gel, se obtiene alempre una rec 
ta con la cual se pifcde Identificar el tamano molecular de cualquler pi j 
CO. Pero obviamente, este no era nuestro interés primario, .
III.C.3. Transcripcidn de nficleos.
Slgulendo el procedimiento de Buslello y Di Giromalo para la obten 
cl6n de nûcleos a partir de células,mediante simple choque hipoosmético, 
pudimos caracterizar el sistema endôgeno de transcripciôn en los nûcleos 
procédantes de células HeLa en cultivo. ^
Decidimos ya aqul utilizar la temperatura de 26®C, que es a la que 
las actividades nucleéslcas son menos activas. La fig. 49 muestra las 
respuestas de los nûcleos aislados de células, cultiyadas en la presencia* 
y ausencia de butlrato Na, f r e n t e l o ü  inhibldores de la transcripciôn- 
a-amanitina (que inhibe la RNA poliroerasa II a concentraciones <5 yg/ml), 
y actinomlcina D (inhibidor a bajas concentraciones de la RNA polimerasa 
I , pero de toda la actividad t r a n s c r i p c i o n a l a s ^ m é s  altas) (160) . Sor 
prende, en principio, que no sea mayor el porcentaje de inhlbiciôn lo- 
grado con actinomicina D'a la concenttacién indicada. Quizâs, parte 
de la explicaclôn resida en la sintesis de una familiâ de pequenos RNAs 
en células HeLa, cuya sintesis s61o se anula a una concentracién alta de 
actinomicina D (161), asl como en la especificidad de la transcripciôn, 
que desconocemos para nuestro sistema de nûcleos,
I
III.G.4. Efectos de la àcetilaclôn de histonas sobre la transcripciôn
en nûcleos; Elonqaciôn. j
Fig. 1»9*“ Efecto de la g-amanitina y actinomicina D sobre la trans 
cripciôn de nûcleos aislados de céîulas HeLa, cultivadas 
en ia ausencia o presencia de butlrato sôdfco. La concen^ 
traciôn del butIrato Na en el cultivo correspôndlente(#) 
fué de 7 mM durante 2k horas. La transcripciôn se reallzô 
a 26"C, La concentracîôn de los inhibldores fué de 3,5 yg/ 
ml-(0): s in butlrato Na.
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Si nuestro objetivo era acercarnos a vislumbrar el efecto "directe" 
de la acetilaciôn de histonas sobre la transcripciôn, en la croinatina 
de nûcleos aislados de células crecidas en presencia de butlrato Na, 
ahora estâbamos ya en condiciones de intentarlo.
cCuâl podrîa Ber el efecto de la hiperacetilaciôrt de histonas logr 
do de esta manera?. El problema se empezaba planteando al nlvel mâs sen 
cillo, el de las velocidades totales de transcripciôn. Con la finalidad 
de comprobar si habla alguna diferencia a tal nlvel, procedimos a trans 
cribir nûcleos a distintas concentraciones y tiempos relativamente lar­
gos. La fig. 50 muestra que no parece haber unas diferencias claramente 
significativas, y si acaso, los nûcleos hiperacetilados muestran una me 
nor capacidad total de transcripciôn.
Otra posibilidad, radica en acercarse mâs al nivel de iniciaciôn. 
Cuando se hace el mismo tipo de experimento a tiempos cortos, podria se 
posible encontrar diferencias en las velocidades inicialt,:- de transcri 
ciôn. A 37®C, la Incorporaciôn séria mayor que la habituai de 26®*C. La 
fig. 50 muestra que podria existir tal posibilidad, aunque curiosament 
a favor de los nûcleos no hiperacetilados.
Un estudio cuidadoso de las situaciones expuestas, exige un anâli 
sis en detalle de los RNAs transcrites.
La fig. 51 muestra el perfil de los RNAs transcrites. En ambos ca 
S O S  difiere y  de tal manera, que parece haber un predominlo para los n 
cleos hiperacetilados,de RNAs de menor peso molecular que para los con 
troles. Compârense los cocientes de las relaciones de cpm entre ambos 
casos.
Fig. 50 A.- Transcripciôn de nOcleos aislados de cëlufas HeLa, cre 
cidas en la ausencia o presencia de butlrato sôdico, - ■ 
7 mM, 24 horas. Los nûcleos fueron utillzados en distli* 
tas concentraciones y tiempos de transcripciôn, a 26®C.
B.- Medida de las velocidades Iniclale’s dte trénscrlpcîôn.- 
La transcripciôn fué real Izada a chirênte los tiein
pos cortos que se Indican.
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Fig. 51.* Perfil de distribue ion por tamafios mol ecu lares de los RNAs 
transcrltos en nucleos wocer'entes de células HeLa, creclr 
das en la ausencia o presencia de butlrato sodlco. Las cé­
lulas HeLa fueron crecidas horas en presencia de but Ira^  
to Na 7 mM. La transcripciôn se reaIIzo,a^ Zéfc durante 40 
mln. Lqs muestras depositadas sobre éê^a g^ kf jcontenIan las 
cpm preclpltables correspond lentes a là misma cantldad de - 
DNA nuclear, la representacIon se ha hecho en ambos casos -
(+ but. Na:. ; - but. Na —  ) represenfando el tanto por
clento de céda frace Ion con respecto a las cpm totales.
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III.C.5. Iniciaciôn.
Ya que la iniciaciôn de la sintesis de RNA es probablemente una eta
pa critica en el control de la expresiôn génica, su estudio detallado 
s
es de una importancia considerable. Sin embargo, ha estado limitado por 
la falta de una metodologîa sensible.
32 32La incorporaciôn de (y- P) o (g- P) ribonucleôtidos en RNA inicia 
do, résulta en la incorporaciôn de solo un âtomo P por cada cadena ini 
ciada, con lo cual solo es posible detectar la iniciaciôn de RNA de ba- 
jo P.M. (162). Se ha descrito recientemente (134), un mëtodo cromatogrâ 
fico de afinidad para iniciaciôn de RNA, el cual peçmite el aislamiento 
de RNA iniciado conteniendo marcaje radiactivo a lo largo de toda la Ion 
gitud de los trahscritos. El método utiliza anâlogos de los nucleôsidos 
trifosfatos, conteniendo un sulfuro sobre el fosfato gamma'. Ya que la 
formaciôn del puente fosfbdiester requiere la elimipaciôn de los fosfa- 
tos g- y Y“ de los nucleôtidos precursores, la incorporaciôn de un nu- 
cleôsido de purind 5 ' (y-S) trifosfato en RNA, résulta en la retenciôn 
del sulfuro solamente en el extremo 5' de los transcrltos que iniciaron
con esa purina especifica. Estos transcritos/^ont^niendo sulfuro pueden
i '
unirse enfonces selectivamente a una columna de afinidad de agarosa-mer
Al hacer uso por 16 tanto, junto a CTP y H^-UTP, de los nucleôtidos 
iniciadores de la transcripciôn HS-y-ATP y HS-y-GTP, era posible arslar 
los RNAs iniciados y separarlos de los unicamente elongados mediante una 
cromatografia en columna de agarosa-Hg. La fig. 5^ muestra el resultado 
de tal experimento. Là adicciôn de DTE 10 raM senala el momento en que
Fig. 52.- Anâlisis cromatografico en coiumna de aqarosa-Hq, de los 
RNAs iniciados con HS-Y-ATP y HS- y ~QTP en la transcrip­
ciôn de nûcleos de células HeLa, crecidas en la ausencia 
o presencia de butlrato sodico. Las células HeLa fueron 
crecidas 24 horas en presencia de butirato Ma 7 mM. La - 
transcripciôn se reaiizô a 2f^C durante 45 min. ( + but. 
Na : #  ; - but. Na : O  )
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los RNAs iniciados, y por consiguiente, supuestamente retenidos en la 
columna por afinidad con los iones Hg^^, empiezan a ser eluidos. La cuan 
tificacion de los resultados atribuye unos porcentajes de RNAs inicia­
dos de 29% y 21% para los nûcleos contrôles e hiperacetilados respecti- 
vamente, segûn se muestra en la tabla:
TABLA VII
cpm
-Butlrato Na 4-Butirato Na
Fracciones (1-28) eluidas sin DTE 4023 6700
Fracciones(29-54) eluidas con DTE 1623 1780
% RNAs iniciados 29 21
Los valores, que no estân alejados de los descritos (134), son muy 
semejantes tambiên entre si, y en todo caso hablan en favor de una me­
nor capacidad de iniciaciôn para la cromatina de los nûcleos hiperace­
tilados .
III.C.6. Consideraciones finales; Regulaciôn especifica.-
Los resultados obtenidos sugieren en principio que no hay, o no se 
muestra en nuestro sistema de nûcleos, una relaciôn directa entre aceti 
laciôn de histonas y transcripciôn. De hecho con sistemas de reconstitu 
ciôn con el DNA del SV 40, no se ha encontrado (163). ?or otro
lado, existe el hecho de que no se sabe bien como el butirato Na afecta 
la dinâmica ceiular; es decir, si influye sobre otras actividades enzi- 
inâticas ademâs de las deacetliantes de histonas. De hecho, la naturaleza 
no competitiva de su inhibiciôn y la falta de especificidad segûn la Ion 
gitud de la cadena del âcido graso (pues otros también inhiben las acti^
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vidades deacet:liantes aunque menos (112), sugieren que el n-butirato po » 
drla ser un* detergents inhibidor de alta afinidad para estas enzimas. 
Elio nos pone en guardia contra la interpretacidn de los cambios produ- 
cidos en las cêlulap tratadas con butirato, como debidos a la hiperace- 
tilaciôn de histonas que provoca.
Es mâs, el anâlisis de las protelnas procédantes de células de he­
patoma de rata crecidas con butirato, muestra muy pocas diferencias con 
respecto a los contrôles (164).
Por otro lado, estâ adquiriendo gran importancia la supuesta part^ 
cipaciôn de las llamadas protelnas no histônicas HMG en la estructura- 
cl6n, al menos,de las zonas transcribibles de la cromatina (165), X po- 
siblemente, no solo a un mero nivel estructural, sino funcional, ya que 
se ha comprobado recientemente en los genes para la globina de eritroc^ 
tos de embriôn de polio, que son ellas las que confieren la sensibilidad' 
a la DNAasætl d ' las zonas de la cromatina en que se encuentran estos 
genes.
Finalmente, no podemos dejar de mencionar el hecho tan importante
 ^ i'
de que hay una heterogeneidad acusada en la^'écceszljilidad de los distin
'*1
tos nucleosomas, dentro de la cëlula,. a la acetiItransferasa de las his 
tonas (112).
Parece, pues, que la acetilaciôn de histonas por si mismo no es su 
fiçiente, aunque podria ser necesario, para inducir la actividad génica. 
Mâs aûn, tendrla efecto sobre zonas muy especificas de la cromatina (no 
tendrla porque esperarse un incremento enorme en la transcripciôn de to 
dos los genes tras là hiperacetilaciôn por el butlrato, porque ello su- 
pondrla seguramente la _desorganizaciôn y el caos ceiular). Es decir, que
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Conclusiones.-
1.- Se ha desarrollado una metodologîa original para el estudio de las 
interacciones DNA-proteînas, basada en la detecciôn microfluoromê- 
trica del DNA retenido en filtros de celulosa tras reaccionar con 
DABA.
2.- El estudio de los factores ambientales de la irteracciôn DNA-prote_I 
na ha mostrado su dependencia de los siguientes factores:
- Tiempo
- Temperatura
- Puerza iônica
La influencia del tiempo y temperatura sobre la interacciôn se 
justifica, con ciertos DNAs, por la presencia de actividades proteo 
llticas en los mismos. Estas actividades proteoliticas, no détecta­
bles convencionalmente, son susceptibles de inhibiciôn por PMSF 1-2 
mM y extracciôn por lavado con ClNa 2,5 M. La presencia de proteasas 
no es, sin embargo, explicaciôn suficiente en todos los casos.
El ClNa, a 0,15 M, se Jia mostrado como la concentraciôn minima 
necesaria para revertir una curva de interacciôn con forma sigmoidal 
a una hiperbôlica, posiblemente por un efecto de estructuraciôn de 
los ligandos. Concentraciones altas, disminuyen la retenciôn de DNA 
por protelna en filtro, seguramente por un efecto de neutralizaciôn 
de las cargas electrostôticas en ambos ligandos.
3.- El estudio de la influencia de la estructura de los ligandos,en la 
interacciôn DNA-histonas,ha mostrado las siguientes dependencies :
A/ Para el DNA;
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- del'4-qrado dé desnaturalizaciôn, con curvas mâs slgmoidales al 
ser mayor este.
- de su estado en banda sencilla, con curva sigmoidal, o en ban 
da doble, cbn curva hiperbôlica. El ClNa a concentraciôn 0,15M 
revierte la curva sigmoidal a hiperbôlica.
B/ Para las histonas:
- del tipo de histona, con curvas sigmoidales (Hl), o bifâsicas 
(H4), o hiperbôlicas simples (resto de histonas). El ClNa re­
vierte las curvas sigmoidales a hiperbôlicas.
- de modificaclones qulmicas, acetilaciôn, con una afinidad me- 
nor por el DNA trente a las histonas nativas. Histonas acetila 
das quimicaraente, en aproximadamente un 35% de sus grupos ami^ 
nos susceptibles, muestran a 0,5 M ClNa las mayores diferencias 
en afinidad por el DNA respecto a las nativas.
4.- Las curvas de interacciôn sigmoidal deben responder à un mecanisrao 
cooperative y dinâmico, con posibilidad de cambio en los sitios de
uniôn de las histonas al DNA. Las curvas hifâsicjis sugieren la exis
•■if •i
tencia de dos sitios de uniôn distintos. ^
't
5.- Es posible utilizar el sistema de nûcleos de células, para el estu­
dio de las actividades enzimâticas endôgenas de acetilaciôn y tran£ 
cripciôn. El butirato sôdico se ha mostrado como un agente capaz de 
lograr una hiperacetilaciôn de histonas, directaroente sobre nûcleos 
o sobre células.
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